GAG deletion in DYT1: study of Brasilian patients with early-onset primary torsion dystonia by Aguiar, Patricia Maria de Carvalho





TÍTULO: DELEÇÃO GAG NO GENE DYT1-ESTUDO DE PACIENTES 









Tese apresentada à Universidade 
Federal de São Paulo- Escola 
Paulista de Medicina Para 







Orientador: Prof. Dr. Henrique Ballalai Ferraz 























































de Carvalho Aguiar, Patrícia Maria 
Deleção GAG no gene DYT1: estudo de pacientes brasileiros com 
distonia de torção primária de início precoce. / Patrícia Maria de 




Tese (Doutorado) Universidade Federal de São Paulo. Escola Paulista de 
Medicina. Programa de Pós-graduação em Neurologia. 
 
 
GAG deletion in DYT1: study of Brazilian patients with early-onset 
primary torsion dystonia. 
 




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO 
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA 












Esta tese foi desenvolvida no Departamento de 
Neurologia e Neurocirurgia da Escola Paulista de 
Medicina (UNIFESP) e no Departamento de Genética 
Molecular do Albert Einstein College of Medicine, 
New York (Yeshiva University), no curso de Pós-
Graduação em Neurologia/Neurociências, área de 











Chefe do Departamento: Prof. Dra. Débora Amado Scerni 
 












TÍTULO: DELEÇÃO GAG NO GENE DYT1-ESTUDO DE PACIENTES 















 Prof. Dr. Egberto Reis Barbosa 
 Profa. Dra. Elizabeth Quagliato 
 Prof. Dr. Vitor Tumas 







 Prof. Dr. Gilberto Mastrocola Manzano 



















































Agradeço de forma especial aos meus orientadores, Dr. Henrique Ballalai Ferraz e Dra. 
Laurie Ozelius, pelo grande apoio e pela oportunidade de aprendizado junto aos 
mesmos. 
 
Aos membros da banca examinadora, por sugestões e críticas: Dr. Egberto Reis Barbosa 
Dra. Elizabeth Quagliato, Dr. Gilberto Mastrocola Manzano, Dra. Maria Fernanda 
Mendes, Dr. Vitor Tumas, Dr. Wilson Marques Jr. 
 
Aos colegas da UNIFESP, que contribuíram de forma direta ou indireta para a realização 
deste trabalho: Dra. Vanderci Borges, Dra. Sonia Maria Azevedo Silva, Dra. Célia 
Harumi Tengan, Biol. Cláudia Ferreiro Barros, Fga. Lúcia Mourão, Dra. Roberta Arb 
Saba Pinto, Fga. Denise Knopp, Dr. Orlando Barsottini. 
 
Ao Dr. Alberto Alain Gabbai, chefe da Disciplina de Neurologia Clínica. 
 
À Dra. Débora Amado Scerni, chefe do Departamento de Neurologia e Neurocirurgia. 
 
Aos pacientes e seus familiares pela colaboração. 
 


























     1.1. Distonia de torção primária: definição e características clínicas............................1 
                 1.2. Formas geneticamente definidas de distonia de torção primária............................3 
  1.2.1. DYT1............................................................................................................3 
  1.2.2. DYT2............................................................................................................3 
  1.2.3. DYT4............................................................................................................4 
  1.2.4. DYT6............................................................................................................5 
  1.2.5. DYT7............................................................................................................5 
  1.2.6. DYT13..........................................................................................................6 
1.3. O papel da deleção GAG no gene DYT1 na distonias de torção primária de início  
precoce em diferentes grupos étnicos....................................................................7 
2. OBJETIVOS.............................................................................................................10 
3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA................................................................................11 
   3.1. O gene DYT1 na DTP de início precoce...............................................................11 
   3.2. Torsina A e a DTP de início precoce (DYT1)......................................................12 
   3.3. A transmissão dopaminérgica na distonia ligada ao DYT1...................................14 
  4. PACIENTES E MÉTODOS....................................................................................19 
4.1. Pesquisa da mutação 904_906 delGAG no gene DYT1 em pacientes brasileiros        
com DTP de início precoce ..........................................................................................19 
 4.1.1. Pacientes.....................................................................................................19 
       4.1.2. Avaliação laboratorial.................................................................................26 
  4.1.2.1. Extração de DNA.........................................................................26 
  4.1.2.2. Pesquisa da mutação 904_906delGAG no DYT1.......................27 
     4.2. Pesquisa dos haplótipos relacionados à mutação 904_906delGAG no DYT1......30 
 4.2.1. Pacientes.....................................................................................................30 
            4.2.2. Genotipagem...............................................................................................32 
5. RESULTADOS...........................................................................................................34 
5.1 Pesquisa da mutação 904_906delGAG no DYT1 em pacientes brasileiros com 
distonia primária de início precoce..............................................................................34 
5.2. Pesquisa dos haplótipos relacionados à mutação 904_906delGAG no DYT1......35 
6. DISCUSSÃO.............................................................................................................. 38 
7. CONCLUSÕES..........................................................................................................50 
8. REFERÊNCIAS ........................................................................................................51 
9. ABSTRACT................................................................................................................60 
10. APÊNDICES.............................................................................................................61 











Lista de Figuras e Quadros   
Figuras 
 
Figura 1. Faixa etária e distribuição corporal da distonia de torção primária.                  2 
 
Figura 2. Sinapse  dopaminérgica.                                                                                   18 
 
Figura 3. Padrões de dHPLC na pesquisa da mutação 904_906delGAG no DYT1.        29 
 
Figura 4. Posição dos marcadores genéticos na região 9q34.                                          33 
 
Figura 5. Pedigree da família BR 40.                                                                               37 
 
Figura 6. Replicação do DNA.                                                                                         48 
 





Quadro 1. Características clínicas dos pacientes brasileiros com Distonia de torção 
primária de início precoce.                                                                                                 23 
 
Quadro 2 . Características clínicas dos familiares dos probandos brasileiros com Distonia 
de torção primária de início precoce.                                                                            24-25 
 
Quadro 3. Gradientes dos tampões A e B em função do tempo de corrida utilizados em 
dHPLC para detecção da deleção GAG do DYT1.                                                            28 
 
Quadro 4: Características clínicas de pacientes com distonia de torção primária positivos 
para a deleção GAG no DYT1.                                                                                           31 
 
Quadro 5. Primers para amplificação das repetições microssatélites.                              33 
 
Quadro 6. Resultado da pesquisa da mutação 904_906delGAG no DYT1 em pacientes 
brasileiros distonia de torção primária de início precoce.                                                  34 
 
Quadro 7: Haplótipos da região 9q34 de pacientes com distonia de torção primária 
positivos para a mutação 904_906delGAG no DYT1.                                                       36 
 
Quadro 8: Haplótipos ligados à deleção GAG no DYT1 descritos em outros grupos 





Lista de abreviaturas e símbolos 
 
A: adenina 
AD: autossômico(a) dominante 
AECOM: Albert Einstein College of Medicine  
AR: autossômico(a) recessivo(a) 
ATP: adenosina trifosfato 
C: citosina 




dHPLC: cromatografia líquida desnaturante de alta performance (denaturing high 
performance liquid cromatography) 
DNA: ácido desoxiribonucleico 
DOPAC: ácido di-hidroxifenilacético 
DTP: distonia de torção primária 
EDTA: ácido Etilenodiaminatetracético 
G: guanina 
GFP: green fluorescent protein 
GTP: guanosina trifosfato 
JA: judeu(s) asquenazita(s) 
kb: quilobase  
kDa: quilodalton 
MAO-B: monoamonioxidase B  
Min: minutos 
mRNA: RNA mensageiro 
Pb: pares de base 
PET: tomografia por emissão de pósitrons 
RE: retículo endoplasmático 
RNA: ácido ribonucleico 
RPM: rotações por minuto 
RSB: reaction stop buffer 
SDS: dodecil sulfato de sódio 
SNc: substância negra pars compacta 
SPECT: tomografia computadorizada por emissão de fóton único  
T: timina 
TAE: tampão tris-ácido acético-EDTA 
TBE: tampão tris-ácido bórico-EDTA 
TE: tampão tris-EDTA 
TEAA: acetato de tetraetilamônio 
TH: Tirosina hidroxilase 
UNIFESP: Universidade Federal de São Paulo 
V: volts 





Alelos: variantes de um mesmo lócus ou gene. 
 
Centimorgan (cM): unidade de recombinação denominada em homenagem a Thomas 
Hunt Morgan. Dois loci estarão separados por 1 cM caso se detecte recombinação entre 
eles em 1% das meioses. O cM é uma unidade de medida genética, não física, mas 1 cM 
equivale aproximadamente a 1 milhão de pares de base. 
 
Desequilíbrio de ligação: tendência para que combinações específicas de alelos em dois 
ou mais loci ligados ocorram juntas num mesmo cromossomo com uma freqüência maior 
do que a esperada ao acaso. 
 
Haplótipo: um grupo de alelos de loci estreitamente ligados, em geral herdados como 
uma unidade. 
 
Hemizigoto: termo que descreve o genótipo de um indivíduo que possui apenas um 
representante de um cromossomo ou segmento cromossômico, em vez dos dois habituais. 
O termo se aplica a genes de cromossomos sexuais, mas também a qualquer segmento 
cromossômico que esteja deletado no cromossomo homólogo. 
 
Heterodúplex: dupla fita de DNA formada pelo anelamento de cadeias que não 
apresentam pareamento perfeito, podendo ocorrer a formação de alças na região onde o 
pareamento difere. 
 
Heterogeneidade alélica: situação em que existem diferentes alelos mutantes para um 
mesmo lócus, gerando fenótipos anormais. 
 
Heterogeneidade genética: existência de fenótipos semelhantes a partir de mecanismos 
genéticos diferentes. 
 
Homodúplex: dupla fita de DNA formada pelo anelamento de cadeias com pareamento 
perfeito. 
 
Lócus: a posição de um gene ou de um fragmento de DNA (por exemplo, um marcador 
genético) no cromossomo. 
 
Mutação nova (mutação “de novo”): mutação sem histórico pregresso dentro de uma 
família, ocorre pela primeira vez nas células germinativas de um indivíduo, que a 
transmitirá para a geração seguinte. 
 
Polimorfismo genético: ocorrência de múltiplos alelos num lócus, onde pelo menos dois 
alelos aparecem com freqüências superiores a 1%.  
 
Repetições em tandem: duas ou mais cópias idênticas (ou quase) de uma seqüência de 





Introdução: A distonia de torção primária (DTP) de início precoce é uma doença de 
herança autossômica dominante, com penetrância estimada entre 30 e 40%, sendo que a 
maioria dos casos se inicia na primeira década de vida. Caracteristicamente, inicia-se em 
um dos membros e tende a generalizar-se. A deleção GAG no DYT1 é a única mutação 
até hoje identificada nestes casos. Estima-se que a mesma seja encontrada em cerca de 
dois terços dos casos de DTP com fenótipo clássico, mas existe um certo grau de 
heterogeneidade genética, onde mutações neste gene não são encontradas. Entre judeus 
asquenazitas, cerca de 90% dos casos advêm de um único evento mutagênico ocorrido há 
cerca de 350 anos, uma mutação fundadora. A mesma mutação já foi descrita em 
pacientes das mais variadas etnias, mas na literatura não há dados suficientes que nos 
permitam afirmar se estas mutações são frutos de eventos independentes, o que seria um 
indício de que este sítio do DYT1 é particularmente propenso a mutações. No Brasil ainda 
não há relatos publicados que confirmem a presença desta mutação entre pacientes com 
DTP de início precoce. 
Objetivos: investigar a presença da deleção GAG no DYT1 em pacientes brasileiros com 
DTP de início precoce e, através da análise de haplótipos ligados à mutação em pacientes 
de origens diferentes, verificar se este sítio no DYT1 é propenso a mutações. 
Pacientes e métodos: 14 probandos brasileiros com DTP de início precoce foram 
investigados para a deleção GAG no DYT1 através de cromatografia desnaturante de alta 
performance. Quando disponíveis, familiares destes pacientes também foram 
investigados. Para a pesquisa de haplótipos relacionados à mutação, fizemos genotipagem 
utilizando marcadores polimórficos próximos do gene. Foram avaliados vinte e oito 
indivíduos positivos para a mutação, de famílias diferentes e origens étnicas diversas. 
Resultados: dentre os 14 probandos brasileiros, 1 foi positivo para a mutação e a 
investigação de familiares revelou mais dois membros positivos para a mesma. A análise 
dos haplótipos de 28 pacientes revelou pelo menos 12 tipos diferentes, alguns 
compartilhados por indivíduos de mesma origem étnica, outros compartilhados por 
indivíduos de etnias diferentes.A análise dos haplótipos nos permitiu identificar uma 
mutação nova na família de brasileiros. 
Conclusões: a deleção GAG no DYT1 é encontrada entre brasileiros com DTP de início 
precoce. Em nosso meio também existe heterogeneidade genética, onde casos com 
fenótipo típico não apresentam esta mutação. A análise dos haplótipos identificou uma 
mutação nova e pelo menos 12 haplótipos diferentes num grupo de 28 pacientes, 










1.1. Distonia de torção primária: definição e características clínicas 
  
Distonia é uma síndrome caracterizada por contrações musculares involuntárias 
levando a posturas anormais ou a movimentos de torção de forma repetitiva e sustentada 
(FAHN et al, 1998). As síndromes distônicas são heterogêneas e compreendem um vasto 
número de patologias, muito embora do ponto de vista fenomenológico os movimentos 
distônicos sigam um padrão relativamente bem definido.  
Quando a distonia não tem por etiologia causas exógenas e nem está associada a 
outras doenças neurológicas, é chamada de distonia de torção primária (DTP), antigamente 
conhecida como distonia de torção idiopática (FAHN et al, 1998). O termo “idiopática” vem 
caindo em desuso, à medida que as causas moleculares dessas doenças vêm sendo 
identificadas. Pacientes com DTP caracteristicamente não respondem à levodopa e 
apresentam distonia como a única manifestação fenotípica, exceto pelo tremor, que pode vir 
acompanhando a distonia. Parte dos casos de DTP caracterizam-se pela presença de história 
familiar e têm etiologia genética. No entanto, casos esporádicos também podem ter etiologia 
genética, pois a ausência de história familiar pode ser decorrente da baixa penetrância dos 
genes, gerando casos pseudo-esporádicos. 
O espectro clínico da DTP é bastante variável. A idade de início vai da primeira à 
nona década de vida, o envolvimento muscular pode ser focal, segmentar ou generalizado, 
homens e mulheres são igualmente afetados (BRESSMAN et al, 1989). Quanto à idade de 
início, a distribuição é bimodal, como modas de 9 (início precoce) e 45 anos (início tardio), 
havendo um nadir aos 27 anos (BRESSMAN et al, 1989). Por este motivo, denomina-se DTP 
de origem precoce aqueles casos com início da doença antes dos 26 anos e DTP de início 
tardio quando a doença começa acima desta idade. Existe uma forte correlação entre a idade 
de início da doença e o padrão de envolvimento muscular (figura 1): quando a DTP é de 
início precoce, em geral começa em um dos membros e posteriormente se generaliza, 
havendo pouco ou nenhum acometimento da musculatura crânio-cervical (BRESSMAN et al, 
1989); já na DTP de início tardio, é mais comum o acometimento inicial da musculatura 
crânio-cervical e a distonia apresenta uma maior tendência a permanecer focal (BRESSMAN 
et al, 1989; GREENE et al, 1995). As formas de início precoce possuem um pior prognóstico, 
há uma tendência para generalização da distonia dentro de um prazo de 5 anos após o início 
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da doença, estes casos representam as formas mais graves e incapacitantes da doença 







1.2. Formas geneticamente definidas de distonia de torção primária 
 
Até o momento, existem pelo menos seis formas geneticamente definidas de DTP, 
cujos loci são denominados DYT1, DYT2, DYT4, DYT6, DYT7 e DYT13, conforme 
nomenclatura estabelecida pela Human Genome Organization (HUGO).  Parte dos loci, 
DYT1, DYT6, DYT7 e DYT13, foram definidos através de estudos de ligação em uma ou 
mais famílias (OZELIUS et al, 1989; KRAMER et al, 1990; OZELIUS et al, 1992; 
KRAMER et al, 1994; ALMASY et al, 1997; LEUBE et al, 1996; VALENTE et al, 2001a,b). 
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Figura1. Distribuição da distonia primária conforme faixa etária e distribuição corporal. O gráfico baseia-se 
nos dados de 1939 pacientes com distonia de torção primária do Neurological Institute, Columbia 
Presbyterian Medical Center, Columbia University, New York, USA (dados fornecidos e utilizados com a 
permissão de S. Bressman). Os casos de início precoce tendem à generalização, enquanto casos de início 
tardio tendem a permanecer focais (de Carvalho Aguiar & Ozelius, 2002). 
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(GIMENEZ-ROLDAN et al, 1976; PARKER, 1985; AHMAD et al, 1993). Dentre estes seis 
loci, somente o DYT1 teve seu gene mapeado, o qual também é chamado de DYT1 
(OZELIUS et al, 1997b), sendo escrito em itálico conforme recomendação da HUGO, para 




A distonia ligada ao DYT1, também é conhecida como distonia de Oppenheim, que 
foi quem introduziu o termo distonia pela primeira vez em 1911 (OPPENHEIM, 1911; 
GOETZ et al, 2001), ou DTP autossômica dominante (AD) de início precoce (BRESSMAN 
et al, 1989). Apresenta herança AD com penetrância estimada entre 30 e 40% e sua 
prevalência é estimada em 1:160000 na população geral, podendo chegar até 1:2000 em 
judeus asquenazitas (JA) (BRESSMAN et al, 1989). A sua alta prevalência nesta população 
se deve a um efeito fundador, o qual será discutido mais adiante (BRESSMAN et al, 1994a; 
RISCH et al, 1995). Na maioria dos casos, a idade de início da doença varia entre 9 e 13 
anos. A distonia inicialmente é focal, acometendo igualmente o membro inferior ou o 
membro superior e depois tende a generalizar-se (BRESSMAN et al, 1994a). O gene DYT1 
foi mapeado na região 9q34, tanto em famílias de judeus asquenazitas como em famílias não-
judias com DTP de início precoce, e codifica a proteína torsina A (OZELIUS et al, 1989; 
KRAMMER et al, 1990; KRAMMER et al, 1994; OZELIUS et al, 1997a; OZELIUS et al, 
1997b). Nos casos de distonia, identificou-se uma deleção de 3 pares de base (pb) 
904_906delGAG no quinto éxon do gene, levando à perda de um de dois ácidos glutâmicos 
no terminal carboxila da proteína (OZELIUS et al, 1997b). O papel desta mutação nos casos 




Por mais de 20 anos houve ampla aceitação da idéia originalmente proposta por 
Eldridge de que a DTP de início precoce era herdada de forma autossômica recessiva (AR) 
entre judeus asquenazitas e de forma AD entre os não-judeus (ELDRIDGE, 1970). No 
entanto, vários estudos demonstraram que a DTP é herdada de forma AD em ambos os 
grupos (ZILBER et al, 1984; BRESSMAN et al, 1989; RISH et al, 1990; PAULS et al, 1990). 
Uma das únicas evidências de transmissão AR vem da descrição de três famílias de ciganos 
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espanhóis, onde havia consangüinidade (GIMENEZ-ROLDAN et al, 1976; GIMENEZ-
ROLDAN et al, 1988). Em duas das três famílias o fenótipo era semelhante ao da distonia do 
DYT1, com idade de início precoce (média =15,0 anos), acometendo inicialmente o membro 
inferior e seguida de rápida generalização. Na terceira família, torcicolo e distonia 
oromandibular foram as manifestações mais proeminentes. O estabelecimento do lócus 
DYT2 baseou-se nestas descrições clínicas. Estas famílias não foram submetidas a estudos de 
ligação e nem à pesquisa de mutação no gene DYT1. Até o momento, não há evidências de 
mutações recessivas no gene DYT1 que possam explicar estas formas de distonia. 
Recentemente, Khan e colaboradores investigaram uma família de judeus sefaraditas 
provenientes do Irã onde três irmãos, filhos de pais consangüíneos, desenvolveram distonia 
na primeira década de vida (KHAN et al, 2003). Todos apresentaram início focal com lenta 
progressão até a forma generalizada, mas com predomínio de distonia crânio-cervical em dois 
deles, o que os diferencia da distonia do DYT1, onde a região crânio-cervical é relativamente 
poupada. Esta família foi investigada para a deleção GAG no DYT1, para mutações no gene 
da ε- sarcoglicana (SGCE), ataxias espino-cerebelares SCA 2, 3, 6 e 7, atrofia dentato-rubro-
palido-luisiana (DRPLA) e estudo de ligação para a região do receptor dopaminérgico D2, 
mas não foram encontradas alterações. Os autores admitem a hipótese de que a doença desta 
família possa ter a mesma origem genética daquela descrita por Gimenez-Roldan nos ciganos 
espanhóis (GIMENEZ-ROLDAN et al, 1988). O termo sefaradita é derivado do Hebreu 
referente à Espanha, e diz respeito aos descendentes de uma grande comunidade judaica que 
viveu na Espanha e em Portugal durante a Idade Média. Apenas o mapeamento do lócus 




 O termo DYT4 é uma designação generalizada que historicamente vinha sendo 
utilizado para classificar famílias com DTP AD não ligadas ao DYT1 (AHMAD et al, 1993; 
HOLMGREN et al, 1995; BRESSMAN et al, 1994b,c; BRESSMAN et al, 1996; 
BENTIVOGLIO et al, 1997). No entanto, mais recentemente, este termo tem sido utilizado 
para descrever apenas uma família australiana que apresenta disfonia sussurrante, além de 
outros sintomas distônicos focais ou generalizados, de herança AD (AHMAD et al, 1993). A 
idade de início da doença varia entre 13 e 37 anos, disfonia é o sintoma predominante na 
maioria dos pacientes, alguns desenvolvem torcicolo inicialmente e disfonia posteriormente.  
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Vários membros desta família apresentavam também sintomas psiquiátricos e dois foram 
diagnosticados como Doença de Wilson. Estudos de ligação tanto para o DYT1 quanto para o 
lócus da doença de Wilson foram negativos nesta família. Tanto o sítio Online Mendelian 
Inheritance in Man (www.nbbi.nlm.nih.gov/Omim/) quanto o Genome Database 
(www.gdb.org) se referem a esta família  para caracterizar o lócus DYT4. Portanto, o termo 
DYT4 não deve mais ser utilizado de forma generalizada. A designação correta destas 
famílias com DTP AD não ligada ao DYT1 virá a longo prazo, à medida que novos loci 
forem encontrados. Isto já vem ocorrendo e, recentemente, Valente e colaboradores 
identificaram um novo lócus denominado DYT13 para uma família com DTP AD 
previamente descrita por eles (BENTIVOGLIO et al, 1997; VALENTE et al, 2001a). O lócus 
DYT4 ainda não foi mapeado.  
 
1.2.4. DYT6 
 Bressman e colaboradores descreveram duas famílias de origem menonita-germânica 
com início da distonia na adolescência e características atípicas para o DYT1 (BRESSMAN 
et al, 1994b). A herança nestas famílias é AD, com uma penetrância de cerca de 30%. O 
quadro clínico é amplo e misto, tendo características em comum com outros tipos de 
distonias. Cerca da metade dos pacientes tiveram início da doença na segunda década de vida, 
com idade média de 18,6 anos, mas a faixa-etária variou entre 5 e 38 anos. Em metade dos 
casos a distonia começou em um dos membros e, na outra metade, o início foi crânio-cervical 
(laringe, língua, musculatura facial ou cervical). A maioria dos pacientes mostrou progressão 
da doença para uma ou mais partes do corpo, mas apenas em raros casos houve 
generalização. A incapacidade maior nestes pacientes é na região crânio-cervical, sendo a 
disfonia muito importante. A doença foi ligada à região 8p21-8q22, de cerca de 40 cM, com 
haplótipos idênticos segregando com a doença em ambas as famílias, sugerindo um ancestral 
comum (ALMASY et al, 1997), fato confirmado posteriormente.  
 
1.2.5. DYT7 
 O lócus DYT7 foi inicialmente mapeado numa família do noroeste da Alemanha, na 
qual sete membros apresentavam torcicolo de início tardio, sendo que alguns apresentavam 
também leve acometimento do membro superior, da face e disfonia espasmódica (LEUBE et 
                                                          
 Bressman, comunicação pessoal. 
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al, 1996). A herança é AD e o lócus foi mapeado numa região de 30 cM do cromossomo 18p, 
entre os marcador D18S1153 e 18pter. Posteriormente, os mesmos autores relataram 
associação alélica entre diversos marcadores do cromossomo 18 em casos esporádicos de 
torcicolo do noroeste da Alemanha e em casos familiares da Europa Central. Esses dados 
sugeriam que o torcicolo de início na idade adulta nesta população seria decorrente de uma 
mutação que ocorreu num ancestral comum (LEUBE et al, 1997a; LEUBE et al, 1997b). No 
entanto, outros investigadores não conseguiram replicar este estudo numa população 
germânica com distonia focal e uma nova análise dos dados do estudo original colocou em 
dúvida suas conclusões (KLEIN et al, 1998a; KLEIN et al, 1998b). Os autores do estudo 
original tentaram confirmar seus dados através da análise de marcadores microssatélites 
altamente polimórficos na região de interesse. Não foi encontrada associação e estes autores 
questionaram a validade de seu estudo original (LEUBE et al, 1998). Embora um fundador 
comum para as distonias focais do norte da Alemanha e da Europa central esteja 
aparentemente descartado, outros achados corroboram com a hipótese da existência de um 
gene para distonia no cromossomo 18p. Pacientes com deleção do braço curto do 
cromossomo 18 apresentam distonia, dentre outros sintomas (TEZZON et al, 1998; KLEIN et 
al, 1999a). Grimes e colaboradores encontraram um novo lócus para outra forma de distonia 
(distonia-mioclonia) na região 18p11 (GRIMES et al, 2002). Até que os genes destas doenças 
sejam mapeados, não será possível definir se tais patologias são ou não variantes fenotípicas 
de mutações num mesmo gene. 
 
1.2.6. DYT13 
 O lócus DYT13 foi mapeado numa região de 22 cM no cromossomo 1p36.13-36.32 
numa família com distonia da Itália central (VALENTE et al, 2001a,b). A herança é AD e a 
penetrância é estimada em 58%. A idade de início varia entre 5 e 40 anos (média = 15,6 
anos). Na maioria dos casos a distonia é segmentar, acomete a região crânio-cervical e o 
membro superior. Pode apresentar leve progressão, mas raramente generaliza 
(BENTIVOGLIO et al, 1997). O fenótipo pode se assemelhar ao do DYT6, exceto pelo fato 








1.3. O papel da deleção GAG no gene DYT1 na distonias de torção primária de início 
precoce em diferentes grupos étnicos. 
   
No genoma humano encontramos inúmeras seqüências repetitivas de DNA em 
diversas regiões, que podem ou não ser codificadoras. Repetições curtas em tandem, mais 
conhecidas como repetições microssatélites (ou ainda STR, do inglês short tandem repeats), 
são seqüências de até seis nucleotídios que se repetem inúmeras vezes lado a lado na fita de 
DNA. Exemplificando, chamaríamos de repetição de dinucleotídios uma seqüência do tipo 
CACACACA, repetição de trinucleotídios algo como ATGATGATG e assim por diante. Em 
geral, o trecho da repetição microssatélite não vai muito além de 150 pb. Os tamanhos destas 
repetições variam numa mesma pessoa e entre indivíduos diferentes, por isso elas também 
são conhecidas como marcadores genéticos polimórficos. Num mesmo lócus, um indivíduo 
apresentará dois alelos diferentes para determinada repetição, um que herdou de seu pai e 
outro de sua mãe. Por exemplo, no alelo paterno, o tamanho de uma repetição pode ser de 
100 pb; no alelo materno, o tamanho pode ser de 108 pb. Quando analisamos estes 
fragmentos através de eletroforese em gel, conseguimos diferenciá-los pelos seus diferentes 
tamanhos e assim estudar a herança genética. Estes marcadores polimórficos são ferramentas 
importantes no estudo do genoma, uma de suas aplicações está nos estudos de ligação 
(linkage), através do qual fazemos o mapeamento genético e podemos definir que região 
cromossômica está associada à determinada característica fenotípica.  
Marcadores genéticos polimórficos que estão muito próximos podem ser herdados em 
conjunto, a este conjunto damos o nome de haplótipo.  Quando estão muito próximos de um 
gene, podem ser transmitidos com o mesmo, como uma unidade. O estudo dos haplótipos 
ligados a um gene que apresenta uma mutação também nos permite identificar quantos 
eventos independentes foram responsáveis pelo aparecimento de uma mesma mutação em 
pessoas diferentes. No caso com DYT1, por exemplo, se dois indivíduos de famílias 
diferentes têm exatamente a mesma mutação neste gene, mas apresentam haplótipos 
diferentes na região vizinha do mesmo, significa que esta mutação não veio de um ancestral 
comum, mas surgiu em dois eventos independentes, de pessoas diferentes. Se, ao estudarmos 
haplótipos ligados a um gene com a mesma mutação em pessoas de famílias diferentes, 
identificarmos vários haplótipos diferentes, isto seria um indício de que aquele sítio genético 
é particularmente propenso a mutações. Este tipo de informação é importante, à medida que 
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pode nos auxiliar na compreensão dos mecanismos moleculares que levam às mutações. 
Algumas regiões do genoma são mais propícias a mutações e estes mecanismos mutagênicos 
não estão totalmente esclarecidos. 
Já está bem estabelecido o papel que um efeito fundador teve na maior prevalência da 
deleção GAG no DYT1 entre JA em relação a grupos não-judeus (KWIATKOWSKI et al, 
1991; OZELIUS et al, 1992; BRESSMAN et al, 1994a; RISCH et al, 1995; OZELIUS et al, 
1997). A análise do haplótipo ligado ao gene DYT1 revelou que 90% dos JA com DTP de 
início precoce apresentam o mesmo conjunto de marcadores numa região próxima deste gene 
(OZELIUS et al, 1992). Estima-se que um único evento mutagênico, ocorrido há cerca de 
350 anos, veio sendo transmitido ao longo de várias gerações neste grupo étnico (RISCH et 
al, 1995). 
Uma mesma mutação pode surgir em diferentes populações como conseqüência de 
eventos migratórios seguidos de miscigenação ou pode ser fruto de eventos independentes. A 
deleção GAG no DYT1 foi identificada em pacientes com DTP de início precoce em vários 
países (GASSER et al, 1998; VALENTE et al, 1998; IKEUSHI et al, 1999; KAMM et al, 
1999; KLEIN et al, 1999b; LEBRE et al, 1999; SLOMINSKY et al, 1999; VALENTE et al, 
1999; BRASSAT et al, 2000; MAJOR et al, 2001; MATSUMOTO et al, 2001; HJERMIND 
et al, 2002; IKEUSHI et al, 2002). Muito embora vários estudos tenham sido realizados em 
diferentes populações desde a identificação do gene DYT1, poucos estudaram 
sistematicamente os haplótipos relacionados à mutação (KLEIN et al, 1998c; LEBRE et al, 
1999; KAMM et al, 1999; VALENTE et al, 1999; HJERMIND et al, 2002; IKEUSHI et al, 
2002). Como todos estes pacientes apresentam mutações idênticas, o estudo dos haplótipos 
nesta região nos auxiliaria a identificar se estes indivíduos herdaram a mutação de um 
ancestral comum, como no caso da maioria dos JA, ou se suas mutações são frutos de eventos 
independentes que surgiram diversas vezes na história, o que seria um indício de que este 
sítio genético é propenso a mutações. 
Até hoje, após análise sistemática de todos os éxons do DYT1 em centenas de 
pacientes com DTP de início precoce e com o fenótipo clássico, apenas a deleção GAG no 
éxon 5 foi identificada nesta doença (OZELIUS et al, 1997b; OZELIUS et al, 1999; LEUNG 
et al, 2001; TUFFERY-GIRAUD et al, 2001; KABAKCI  et al, 2004). Em um caso atípico de 
outra forma de distonia, a distonia-mioclonia, foi identificada uma deleção de 18 pb 
(966_983del) que remove seis aminoácidos próximos do terminal carboxila da torsina A 
(Phe323_Tyr328 del), incluindo um suposto sítio de fosforilação (LEUNG et al, 2001). No 
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entanto, neste mesmo paciente, foi identificada uma mutação no gene da ε-sarcoglicana 
(SGCE), responsável pela distonia-mioclonia (ZIMPRICH et al, 2001; DOHENY et al, 
2002). A deleção no DYT1 foi herdada pelo lado materno e a mutação no SGCE veio pelo 
lado paterno. Indivíduos desta família que apresentavam apenas a deleção de 18 pb no DYT1 
apresentavam distonia leve com acometimento predominantemente cervical e de início na 
idade adulta, o que os diferencia do fenótipo clássico do DYT1 e é uma evidência de 
heterogeneidade alélica. Recentemente, foi descrita uma nova deleção de 4 pb 
(934_937delAGAG) no éxon 5 do DYT1 num indivíduo-controle supostamente saudável 
(KABAKCI et al, 2004). Teoricamente, esta mutação levaria a um códon de parada 
prematuro, truncando a proteína. O significado patológico desta mutação, se existe, ainda não 
está estabelecido. Um estudo desta mutação em células em cultura não revelou as inclusões 
encontradas no caso da mutação 904_906delGAG (O’FARRELL et al, 2002). 
No Brasil, até o momento, ainda não há relato publicado da presença da deleção GAG 
no DYT1 em pacientes com DTP de início precoce. É possível que nossos pacientes com 
fenótipo típico do DYT1 apresentem esta mutação, mas pode haver certo grau de 
heterogeneidade genética onde a mesma não seja encontrada, como já foi verificado em 
outras populações (VALENTE et al, 1998; OZELIUS et al, 1999; LEBRE et al, 1999; 
KLEIN et al, 1999; TUFFERY-GIRAUD et al, 2001). A presença de mutações nos 
brasileiros e em indivíduos de outras origens poderia ser decorrente de uma herança de um 
pequeno grupo de ancestrais comuns, ou poderia ser fruto de novos eventos mutagênicos, se 
este sítio for propenso a mutações novas. O estudo de haplótipos ligados ao DYT1 pode nos 















 Os objetivos deste estudo são: 
- Verificar a presença da mutação 904_906delGAG no DYT1 em pacientes brasileiros com 
DTP de início precoce. 
- Através do estudo dos haplótipos ligados à mutação 904_906delGAG no DYT1 em 
indivíduos de famílias diferentes, verificar se este sítio é propenso a mutações novas, que 
teriam sido introduzidas como eventos independentes ao longo da história, ou se as 
mutações destes indivíduos poderiam ser atribuídas a um pequeno número de eventos 



























3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1. O gene DYT1 na DTP de início precoce 
O primeiro lócus para DTP, denominado DYT1, foi mapeado na região 9q32-34 por 
Ozelius e colaboradores em 1989 em uma grande família de etnia franco-canadense com DTP 
de início precoce (OZELIUS et al, 1989). Posteriormente, o mesmo lócus foi ligado à DTP 
em doze famílias de judeus asquenazitas (JA) e, mais tarde, limitado à região 9q34 
(KRAMER et al, 1990; OZELIUS et al, 1997a). Ambos os grupos, JA e não-judeus, se 
assemelhavam clinicamente, com transmissão AD da doença, penetrância estimada entre 30 e 
40%, idade média de início da doença entre 13,2 ± 1,0 e 14,4 ± 3,0 anos, início dos sintomas 
com distonia focal em um dos membros em 86 a 90% dos casos e uma tendência à 
generalização da distonia em 70% dos casos num prazo médio de cinco anos após o início da 
doença (OZELIUS et al, 1989; KRAMER et al, 1990; BRESSMAN et al, 1994a). Em raros 
casos, o início da distonia se dá no pescoço (3,3%) ou na laringe (2,2%). De uma maneira 
geral, o acometimento da laringe ou dos músculos cranianos são incomuns nestes pacientes 
(BRESSMAN et al, 1994a). Essas mesmas características clínicas foram confirmadas entre 
não-judeus (KRAMER et al, 1994). 
 
Foi verificado que as famílias de JA tinham um haplótipo específico ligado à doença 
(OZELIUS et al, 1992; BRESSMAN et al, 1994a; RISCH et al, 1995; OZELIUS et al, 
1997a). Este compartilhamento de um mesmo haplótipo, com a presença de determinados 
alelos numa freqüência maior do que a esperada ao acaso nesta população, é chamado de 
desequilíbrio de ligação. Quando os mesmos alelos destes marcadores estão fortemente 
ligados ao gene de uma doença num determinado grupo populacional, isto sugere que a 
doença se deve a uma única mutação, ou evento fundador. Risch e colaboradores 
demonstraram que mais de 90% dos casos de DTP de início precoce entre JA se devem a uma 
única mutação fundadora e estimam que esta mutação foi introduzida nesta população há 
cerca de 350 anos, provavelmente na Lituânia ou na Bielo-Rússia (RISCH et al, 1995). A alta 
prevalência desta mutação entre JA (1:2000 a 1:6000) se deveria a uma rápida expansão 
populacional deste grupo, entre os séculos XVIII e XIX, a partir de um pequeno grupo 
fundador e à prática da endogamia. O rápido crescimento de uma população a partir de um 
grupo limitado de fundadores é uma condição que favorece o aparecimento de determinado 
evento genético em alta freqüência naquela população. Um fenômeno chamado oscilação ou 
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deriva genética pode ser observado em populações pequenas (Thompson & Thompson, 
1991). Nestes grupos pequenos, qualquer evento ao acaso pode produzir alterações 
importantes na freqüência de determinada característica genotípica ao longo de sucessivas 
gerações. A prática de endogamia em pequenas populações reduz a variabilidade genética e 
contribui para que determinada alteração genômica, ocorrida ao acaso, se torne mais 
prevalente. Isto não é observado em grandes populações, com alto grau de miscigenação. Um 
caso particular de oscilação genética é o princípio do fundador, que se refere ao 
estabelecimento de uma nova população a partir de poucos indivíduos que vieram da 
população original. No caso da mutação no DYT1 em JA, a hipótese de oscilação ou deriva 
genética parece ser a mais provável para explicar sua alta prevalência neste grupo étnico. 
Entre JA, estima-se que a mutação surgiu há cerca de 12 ou 13 gerações, o que coincide com 
o período de diáspora mais recente e com o período de eventos como o massacre de 
Chmielnicki na Ucrânia, entre 1648 e 1649. Este evento alterou a dinâmica desta população, 
com um efeito de afunilamento inicial seguido de expansão a partir de um pequeno grupo de 
sobreviventes (RISCH et al, 1995; OSTRER, 2001).  
Em 1997 o gene DYT1 foi mapeado na região 9q34 e verificou-se que tanto os 
pacientes com DTP de início precoce como os portadores obrigatórios da mutação com a 
doença ligada a esta região eram heterozigotos para uma deleção de 3 pb (904_906delGAG) 
neste gene, independentemente da origem étnica (OZELIUS et al, 1997b). A deleção do 
fragmento GAG, que corresponde a um códon codificador de ácido glutâmico, não foi 
encontrada em 260 e 274 cromossomos controles de JA e de não-judeus, respectivamente.  
 
3.2. Torsina A e DTP de início precoce (DYT1) 
O gene DYT1 possui uma matriz de leitura com 998 pb e 5 éxons. Codifica uma 
proteína de 37 kDa com 332 aminoácidos denominada torsina A (OZELIUS et al, 1997b). 
Tanto o gene quanto a proteína apresentam homologia em torno de 70% com um gene 
adjacente, DQ1 ou TOR1B, que codifica a proteína denominada torsina B. Estes dois genes 
apresentam orientações opostas no cromossomo, com suas respectivas porções 3’ adjacentes 
uma à outra, e acredita-se que sejam produtos evolucionários de uma duplicação em tandem 
de um único gene precursor.  Proteínas com seqüências homólogas foram identificadas em 
outras espécies, como Caenorhabiditis elegans (C. elegans) e Rattus norvegicus. O ácido 
glutâmico deletado na distonia é conservado nestas proteínas, sugerindo que ele seja parte de 
um domínio funcional importante (OZELIUS et al, 1997b). 
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A torsina A é um membro da superfamília das ATPases AAA+ (OZELIUS et al, 
1997). Tipicamente essas proteínas formam anéis oligoméricos e funcionam como 
chaperonas numa série de reações intracelulares (NEUWALD et al, 1999; VALE et al, 2000). 
Através da hidrólise de ATP, as chaperonas exercem funções como dobramento correto de 
proteínas, degradação de proteínas que estejam incorretamente dobradas, tráfego de 
membranas e de organelas recém formadas. 
A torsina A é encontrada predominantemente nas camadas corticais III e V, no 
hipocampo, nas células de Purkinje e nos gânglios da base (AUGOOD et al, 1998; AUGOOD 
et al, 1999; SHASHIDHARAN et al, 2000a; KONAKOVA et al, 2001; WALKER et al, 
2001; ROSTASY et al, 2003). Sua expressão predomina em neurônios e é insignificante na 
glia. Uma grande quantidade de RNA mensageiro (mRNA) foi detectada nos neurônios 
dopaminérgicos da substância negra pars compacta (SNc) (AUGOOD et al, 1998; AUGOOD 
et al, 1999).  
Estudos anatomopatológicos de cérebros de pacientes distônicos com a deleção GAG 
no DYT1 ainda são escassos (AUGOOD et al, 2002; WALKER et al, 2002; ROSTASY et al, 
2003). A comparação da imunoreatividade da torsina A entre cérebros de pacientes com DTP 
positivos para a mutação 904_906delGAG  no DYT1, cérebros de pacientes com outras 
formas de distonia e cérebros normais não mostrou diferença entre os mesmos e nem tão 
pouco foi observada neurodegeneração em pacientes positivos para esta mutação (AUGOOD 
et al, 2002; WALKER et al, 2002). No entanto, Rostasy e colaboradores observaram um 
aumento do tamanho médio dos neurônios pigmentados da SNc no cérebro de pacientes 
positivos para a mutação do DYT1 (ROSTASY et al, 2003). As conseqüências funcionais 
deste achado ainda não foram esclarecidas. 
Estudos de localização intracelular em células em cultura demostraram que a torsina 
A, quando expressada em excesso, encontra-se no lúmen do retículo endoplasmático (RE), 
distribuindo-se difusamente ao longo do citoplasma e colocalizando-se com outras  proteínas 
do RE. Porém, sua forma mutante expressada em excesso tende a formar grandes inclusões 
esféricas ao redor do núcleo (HEWETT et al, 2000; KUSDTEDJO et al, 2000; HEWETT et 
al, 2003). A análise ultraestrutural destas inclusões demonstrou que se tratam de estruturas 
membranais multilamelares no citoplasma e ao redor do núcleo. Muito embora se tenha 
observado um aumento da citotoxicidade em culturas celulares com excesso de expressão de 
torsina A mutante, é provável que funções processadas no RE estejam comprometidas. Essa 
inclusões não foram encontradas nos cérebros de pacientes positivos para a mutação no DYT1 
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até hoje estudados e podem ser apenas resultado do excesso de expressão em células em 
cultura, o significado patológico deste achado ainda não está esclarecido.  
Estudos imuno-histoquímicos  de cérebros de parkinsonianos revelaram que a torsina 
A apresenta intensa imunoreatividade nos corpúsculos de Lewy e uma forte associação com a 
α-sinucleína (SHASHIDHARAN et al, 2000b; SHARMA, et al 2001). Para testar a hipótese 
de que a torsina A é uma chaperona para a α-sinucleína, células de neuroglioma em cultura 
foram cotransfectadas com torsina A e uma forma de α-sinucleína modificada em sua porção 
carboxila para formar agregados. Na presença de torsina A normal, houve uma grande 
redução dos agregados de α-sinucleína, enquanto que na presença da forma mutada de torsina 
A não houve redução dos agregados de α-sinucleína e as duas proteínas formaram inclusões 
citoplasmáticas distintas (McLEAN et al, 2002). Em C. elegans, a forma ortóloga da torsina 
A, TOR-2 aparentemente também está localizada no RE (CALDWELL et al, 2003). Sua 
expressão em excesso, bem como a da torsina A, reduziu de forma significativa a formação 
de agregados decorrentes da fusão de GFP (green flourescent protein) com repetições de 
poliglutamina. A forma mutante da TOR-2, na qual falta uma serina numa região próxima 
àquela onde, na forma mutante da torsina A , existe a deleção do ácido glutâmico, também 
não foi capaz de reduzir os agregados protéicos.  
Células PC-12 em cultura foram submetidas a estresse oxidativo com pequenas 
concentrações de H2O2, levando a um aumento do peso molecular da torsina A e também a 
uma mudança de sua localização intracelular (HEWETT et al, 2003). Ainda não está claro se 
a torsina A tem sua função prejudicada ou modificada sob estresse oxidativo ou se participa 
da sinalização celular em resposta ao mesmo. Neurônios dopaminérgicos da SNc, os quais 
apresentam altos níveis de torsina A, sofrem estresse oxidativo em decorrência do 
metabolismo dopaminérgico. A torsina A poderia funcionar como fator protetor contra efeitos 
do estresse oxidativo e talvez a forma mutante da proteína não seja capaz de conferir a 
proteção necessária para o funcionamento normal dessas células. Esta hipótese necessita de 
mais estudos para sua confirmação. 
 
 
3.3. A transmissão dopaminérgica na distonia ligada ao DYT1 
 De uma forma geral, as distonias primárias não estão associadas a processos 
neurodegenerativos. No entanto, através de estudos famacológicos, genéticos e de 
neuroimagem de algumas formas de distonias, primárias ou não, acredita-se que a sinalização 
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dopaminérgica possa estar alterada no estriado destes pacientes. Por exemplo, distonias 
ligada à deficiência de tirosina hidroxilase (TH) e da guanosina trifosfato (GTP) 
ciclohidrolase I, ambas transmitidas geneticamente, limitam a síntese dopaminérgica 
(ICHINOSE et al, 1994; KNAPPSKOG et al, 1995). Polimorfismos na região vizinha do 
receptor dopaminérgico D5 foram associados à distonia cervical em um grupo de pacientes 
britânicos (PLACZEK et al, 2001). Lesões estriatais mecânicas ou isquêmicas e agentes 
farmacológicos que bloqueiam receptores dopaminérgicos D2 podem provocar distonia 
(PERLMUTTER & MINK, 2004). A figura 2 ilustra alguns aspectos da sinápse 
dopaminérgica. 
Augood e colaboradores fizeram o estudo de marcadores dopaminérgicos nos 
cérebros de 3 pacientes com DTP de início precoce positivos para a deleção GAG no DYT1 
(AUGOOD et al, 2002). Estes achados foram comparados a cérebros controles e ao cérebro 
de um indivíduo com o diagnóstico clínico de parkinsonismo e com história familiar positiva 
para distonia, o qual também possuía a mutação no DYT1. O exame anatomopatológico do 
cérebro deste indivíduo revelou despigmentação da SNc, mas não foram detectados 
corpúsculos de Lewy. Observou-se que, nos cérebros dos pacientes com distonia, a 
concentração de dopamina (DA) estriatal estava reduzida em 23% em relação aos controles e 
que a concentração de ácido di-hidroxifenilacético (DOPAC) estava elevada em 48% nos 
distônicos, levando a um aumento da razão estriatal DOPAC/DA. Não foi observada 
diferença consistente do conteúdo estriatal de ácido homovalínico (HVA) entre distônicos e 
controles. A razão estriatal  HVA/DA estava aumentada nos distônicos, mas não houve 
diferença estatisticamente significante em relação aos controles. Esses dados sugerem que o 
sistema dopaminérgico nigro-estriatal estaria intacto nestes pacientes distônicos, mas que 
haveria um aumento do metabolismo dopaminérgico. Por sua vez, o cérebro do paciente 
parkinsoniano mostrou acentuada redução (> 85%) do conteúdo estriatal de DA, DOPAC e 
HVA, consistente com degeneração dopaminérgica da via nigro-estriatal. O exame com 
marcadores pós-sinápticos da transmissão dopaminérgica demonstrou que a ligação aos 
receptores dopaminérgicos estriatais D1 e D2 estava diminuída nos cérebros dos distônicos, 
muito embora os valores médios não tenham atingido números estatisticamente significantes. 
Essas reduções foram semelhantes aos valores observados no estriado do paciente 
parkinsoniano  positivo para a mutação no DYT1 e consistentes com estudos de tomografia 
por emissão de pósitrons (PET), que relataram resultados semelhantes em alguns tipos de 
distonias (NAUMANN et al, 1998; PERLMUTTER et al, 1998). Devido à escassez de 
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material, os autores não puderam concluir se esta diminuição da ligação aos receptores 
dopaminérgicos estriatais seria em decorrência de uma diminuição no número de receptores 
ou de uma diminuição da afinidade da DA pelos mesmos. Porém, os resultados da análise 
bioquímica, juntamente com o estudo autoradiográfico dos receptores, foram consistentes 
com a existência de um desequilíbrio na sinalização dopaminérgica estriatal, particularmente 
um aumento no metabolismo da DA. Este aumento poderia ocorrer em decorrência de uma 
série de fatores, como aumento da liberação de DA, diminuição do armazenamento vesicular 
da DA, diminuição da atividade do transportador de monoamina vesicular 2 (VMAT2) ou 
aumento da atividade da monoamonioxidase B (MAO-B).  Estudos in vivo com tomografia 
computadorizada por emissão de fóton único (SPECT) em pacientes com DTP não revelaram 
alterações na ligação dopaminérgica pré-sináptica (NAUMANN et al, 1998). A recaptação 
estriatal de 123I beta-CIT, marcador que se liga a proteínas transportadoras de DA nos 
terminais dopaminérgicos, estava normal, sugerindo que a atividade do transportador de DA 
(DAT) talvez não esteja comprometida nestes pacientes. No entanto, foi observada uma 
diminuição significante da ligação D2 pós-sináptica. 
A redução da captação estriatal de [18F]-DOPA in vivo também foi observada em 
pacientes com DTP e história familiar, sugerindo uma diminuição da atividade da enzima 
DOPA decarboxilase (PLAYFORD et al, 1993). Sendo assim, é possível que haja 
anormalidades no metabolismo dopaminérgico intraneuronal, bem como um aumento da 
atividade da MAO-B estriatal. A pargilina, um inibidor não-específico da MAO-B, foi capaz 
de atenuar a distonia induzida por neurolépticos em primatas (HEINTZ & CASEY, 1987). 
Porém, o papel de inibidores da MAO como uma possível opção no tratamento das distonias 
ainda não está bem estabelecido. 
Ainda não está claro como uma disfunção dopaminérgica estriatal leva à distonia. Há 
uma hipótese, baseada num modelo animal de blefaroespasmo, de que a disfunção 
dopaminérgica poderia funcionar como um fator facilitador para que uma agressão 
secundária levasse à distonia, o mecanismo fisiopatológico se daria em duas etapas 
(SCHICATANO et al, 1997). Estudos feitos com PET em pacientes assintomáticos 
portadores da deleção no gene DYT1 mostrou que eles apresentam  a mesma alteração do 
padrão funcional da rede neuronal encontrada em pacientes sintomáticos, caracterizada por 
aumento da atividade metabólica nos núcleos lentiformes, no cerebelo e nas áreas motoras 
suplementares (EIDELBERG et al, 1998). Alterações bilaterais do fluxo sangüíneo também 
foram demonstradas em pacientes com distonia unilateral (TEMPEL & PERLMUTTER, 
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1990; TEMPEL & PERLMUTTER, 1993). Uma lesão ou um defeito no processamento 
sensorial poderiam levar à distonia em pacientes geneticamente predispostos (REILLY et al, 
1992; ELBERT et al, 1998; SANGER et al, 2001). 
Outros estudos em animais enfocam a modificação da expressão da torsina A em 
diferentes regiões do cérebro ao longo do desenvolvimento (OBERLIN et al, 2004). Ainda 
não é possível extrapolar os achados sobre o desenvolvimento do cérebro de ratos para os 
humanos, pois ainda não existe um consenso sobre qual período do desenvolvimento do 
cérebro humano corresponderia às três primeiras semanas de desenvolvimento cerebral pós-
natal do rato. Oberlin e colaboradores verificaram padrões particularmente interessantes em 
interneurônios colinérgicos estriatais, estes apresentam intensa expressão da torsina A num 
período que corresponde à intensa sinaptogênese no estriado (OBERLIN et al, 2004). Pode 
ser que a torsina A mutada tenha algum efeito sobre a atividade destes interneurônios, os 
quais recebem inervação de terminais dopaminérgicos. O fato de agentes anticolinérgicos 
serem de algum benefício terapêutico nas distonias corrobora com a hipótese que 





















4. PACIENTES E MÉTODOS 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal 
de São Paulo (UNIFESP) sob o protocolo de número 1017/00 e pelo Clinical Committee on 
Investigations do Albert Einstein College of Medicine (AECOM) de Nova Iorque –EUA sob 
o protocolo de número 99-89. Um termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de 
todos indivíduos que participaram deste estudo. 
A parte clínica desta pesquisa foi realizada no setor de Distúrbios do Movimento da 
UNIFESP e a parte laboratorial foi realizada no Departamento de Genética Molecular do 
AECOM. 
 
4.1. Pesquisa da mutação 904_906 delGAG no gene DYT1 em pacientes brasileiros com 
DTP de início precoce. 
 
4.1.1. Pacientes 
Os pacientes foram selecionados através da revisão de 345 prontuários médicos de 
indivíduos com o diagnóstico de distonia atendidos entre os anos de 1986 e 2002 no Setor de 
Distúrbios do Movimento da UNIFESP-Escola Paulista de Medicina.  
Critérios de seleção:  
- Diagnóstico de DTP definitiva: só foram selecionados pacientes que, de acordo com 
as anotações no prontuário médico, já haviam sido investigados para afastar outras 
possíveis causas de distonia, incluindo exames de imagem como tomografia 
computadorizada (CT) ou ressonância nuclear magnética (RNM) de crânio, e 
investigação laboratorial para afastar distúrbios de metabolismo que pudessem cursar 
com distonia, incluindo doença de Wilson. Os pacientes deveriam se encaixar 
fenotipicamente na definição de distonia primária (FAHN et al, 1998). A 
categorização de pacientes e familiares como distonia definitiva, distonia provável, 
distonia possível e não-classificável seguiu os critérios recomendados por Bressman e 
colaboradores (BRESSMAN et al, 2002), a saber: 
a) Distonia definitiva: movimentos ou posturas de torção evidentes, com tendências 
direcionais características, presentes de forma consistente. 
b) Distonia provável: presença de movimentos ou posturas sugestivas de distonia, 
mas que são insuficientes em intensidade ou consistência para serem considerados 
como distonia definitiva (por exemplo: escrita excessivamente tensa ou 
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trabalhosa, mas com um mínimo de postura anormal; clusters de piscamento, mas 
sem contração palpebral sustentada; desvio da cabeça leve ou intermitente). 
c) Distonia possível: contrações musculares não consideradas como anormais, mas 
que sugerem distonia remotamente (por exemplo, tensão aumentada à preensão 
manual, mas sem comprometimento da escrita; aumento da freqüência de 
piscamento, mas sem clusters ou contração palpebral sustentada; postura grosseira 
à manobra de movimentos rápidos dos pés com uma leve alteração postural se 
estendendo aos pododáctilos de forma intermitente. Escoliose e tremor (sem 
tendência direcional sustentada) não são considerados como sinais de distonia. 
d) Não-classificável: indivíduos com alterações neurológicas que possam mascarar 
uma distonia, como hemiparesia em decorrência de acidente vascular cerebral, 
indivíduos com história de anóxia, exposição a neurolépticos ou traumatismo que 
possam prejudicar o diagnóstico de distonia primária.  
 
- Idade de início da doença dos 26 anos para baixo, ou após esta idade caso houvesse 
história familiar positiva para distonia, conforme recomendação internacional 
(BRESSMAN et al, 2000; BRESSMAN et al, 2002). 
 
Critérios de exclusão: 
- Foram excluídos todos os pacientes que, muito embora não tivessem história sugestiva 
de sofrimento perinatal, não souberam informar com precisão as condições de gestação e 
parto. 
- Para o teste genético excluímos familiares menores de idade assintomáticos, nestes 
indivíduos procedeu-se apenas à avaliação clínica. 
 
Dentro desses critérios, foram selecionados 41 prontuários médicos e foi possível entrar 
em contato com 21 desses pacientes para reavaliá-los e confirmar os dados obtidos através do 
prontuário. Destes, 14 probandos participaram do estudo, juntamente com alguns de seus 
familiares, num total de 44 indivíduos. Todos os 14 probandos foram classificados como 
tendo distonia definitiva, de acordo com os critérios estabelecidos por Bressman 
(BRESSMAN et al, 2002), após serem reexaminados por dois neurologistas do setor, com 
diagnósticos em total concordância. Com relação à distribuição corporal da distonia, os 
pacientes foram classificados conformes os seguintes critérios (FAHN et al, 1998): 
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a) Distonia focal: uma única parte do corpo é acometida. 
b) Distonia segmentar: duas ou mais regiões contíguas estão acometidas. 
c) Distonia multifocal: quando duas ou mais regiões não-contíguas estão acometidas. 
d) Distonia generalizada: distonia segmentar crural acompanhada do envolvimento de 
pelo menos um outro segmento corporal. 
e) hemidistonia: distonia unilateral envolvendo uma metade do corpo. 
 
Os dados clínicos dos probandos se encontram no quadro 1. Foram avaliados 8 pacientes 
do sexo feminino e 6 do sexo masculino. A idade de início da doença variou entre 4,0 e 23,0 
anos (média = 10,0 anos; mediana = 8,0 anos). O tempo de doença variou entre 1,0 e 35,0 
anos (média = 13,5 anos; mediana = 11,0 anos). 
Familiares dos probandos que se dispuseram a participar do estudo foram submetidos 
ao mesmo tipo de avaliação clínica. Seus dados clínicos encontram-se no quadro 2. 
Avaliamos 31 familiares com idades entre 9 e 68 anos (média = 38,03 anos; mediana = 39,0 
anos), sendo 16 do sexo feminino e 15 do sexo masculino. Dois probandos, BR 40 e AE 714, 
apresentavam história familiar positiva (inicialmente negada na avaliação do probando BR 
40, mas posteriormente confirmada pelo exame dos familiares). Um probando apresentava 
história familiar provável (BR 39) e um apresentava história familiar possível para distonia 
(BR 11).  No caso do probando BR 39, não foi possível examinar o familiar em questão, foi-
nos apresentada uma fotografia onde o mesmo apresentava postura distônica cervical e 
optamos por considerar a história familiar para distonia como provável, e não definitiva. Em 
uma outra família (BR 11), a irmã do probando (BR 11-C) foi classificada dentro da 
definição de distonia possível, por apresentar um leve aumento da tensão da mão esquerda, 
com discreta extensão dos dedos, de forma não sustentada e apenas à extensão do membro 
superior.  
Em relação à presença de outras doenças que não DTP, na família BR 40, o avô 
materno do probando (BR 40-G) recebeu o diagnóstico de Doença de Parkinson de acordo 
com os critérios internacionais (Litvan et al, 2003). Um tio paterno (BR 40-E) apresentava 
movimentos coreoatetóides no membro superior esquerdo (MSE) e discinesia orofacial, sem 
etiologia definida pela história e por investigação com CT e RNM de crânio.  
A confidencialidade sobre os dados dos pacientes foi preservada, os dados da pesquisa 
foram mantidos em banco informatizado com acesso restrito aos pesquisadores. Aos 
pacientes foi dada a opção de conhecer ou não o resultado do teste genético para a mutação 
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no gene DYT1, com oferecimento de aconselhamento genético antes e após o teste genético. 
























































BR 8 F 43 JP 8 35 MIE generalizou generalizada N  
BR 11 F 23 PO 4 19 MSD generalizou generalizada Ps Irmã** 
BR 12 M 26 Brasileiros† 23 3 Cervical generalizou generalizada N  
BR 16 F 20 ES/AF 9 11 MIE generalizou generalizada N  
BR 18 M 34 PO/AF 16 18 MSD e 
tronco 
generalizou generalizada N  
BR 28 F 20 AF 19 1 Cervical e 
tronco 
cervical e tronco segmentar N  
BR 31 M 13 PO/AF 7 6 MSD e 
tronco 
generalizou generalizada N  
BR 34 F 22 PO/IND 7 15 MIE generalizou generalizada N  
BR 35 F 23 PO 5 18 MID generalizou generalizada N  
BR 37 M 13 PO/IT 8 5 MID generalizou generalizada N  
BR 36 F 42 IT 7 35 MSD generalizou generalizada N  
BR 39 M 25 PO/AF 13 12 MSD generalizou generalizada Pr Tia paterna * 
BR 40 M 13 ES/HU/IT/RU 8 5 MSD generalizou generalizada S Irmão 
AE 714 F 12 Brasileiros† 6 6 MID generalizou generalizada S Irmão 
       F = feminino; M = masculino; MSE = membro superior esquerdo; MSD = membro superior direito; MIE = membro inferior esquerdo; MID = membro inferior  
       direito; S = sim; N = não; Ps = possível; Pr = provável; AF = Africanos; ES = Espanhóis; HU = Húngaros; IND = Índios brasileiros;  IT = Italianos; JP = Japoneses; 
PO = Portugueses; RU = Russos. 
     †pacientes não souberam dar maiores detalhes sobre sua ascendência. 
   * indivíduo não examinado, informação obtida através da história e de fotografia; ** distonia possível 
  
 24 


















BR 11 A PAI M 57 PO N     
BR 11 B MÃE F 58 PO N     
BR 11 C IRMÃ F 19 PO Possível ?* MSE MSE Focal 
BR 11 D IRMÃO M 23 PO N     
BR 11 E IRMÃ F 22 PO N     
BR 12 A IRMÃO M 23 Brasileiros† N     
BR 16 A MÃE F 61 ES/AF N     
BR 16 B IRMÃ F 29 ES/AF N     
BR 18 A IRMÃ F 26 PO/AF N     
BR 31 A PAI M 42 PO/AF N     
BR 31 B MÃE F 37 Brasileiros† N     
BR 34 A PAI M 46 PO N     
BR 34 B MÃE F 40 PO/IND N     
BR 34 C IRMÃO M 18 PO/IND N     
BR 35 A MÃE F 44 PO N     
BR 36 A MÃE F 64 PO N     
BR 37 A MÃE F 46 PO/IT N     
BR 37 B PAI M 47 IT N     
BR 39 A PAI M 54 PO N     
BR 39 B IRMÃ F 21 PO/AF N     
F = feminino; M = masculino; N = não; S = sim; ES = Espanhóis; PO = Portugueses; IT = Italianos; HU = Húngaros; AF = Africanos; 
RU = Russos; IND = Índios brasileiros ; Pt = paterno; Mt = materno; MSD = membro superior direito; MSE = membro superior esquerdo;  
MID = membro inferior direito; MIE = membro inferior esquerdo.  
                       *Paciente não estava ciente da possível distonia e não teve condições de estabelecer a idade de início. 




























BR 40 A PAI M 36 ES/HU N      
BR 40 B MÃE F 39 IT/RU N      
BR 40 C IRMÃO M 15 ES/HU/IT/RU S 12 MSD MSD e MSE Segmentar  
BR 40 D IRMÃ F 9 ES/HU/IT/RU N      
BR 40 E TIO Pt M 46 ES/HU N     Coreoatetose MSE 
e discinesia oral, 
início aos 42 anos 
BR 40 F AVÓ Pt F 68 HU N      
BR 40 G AVÔ Mt M 62 IT/RU N     Doença de 
Parkinson, início 
aos 60 anos 
AE 714 A PAI M 45 Brasileiros† N      
AE 714 B MÃE F 43 Brasileiros† N      




AE 714 D IRMÃO M 18 Brasileiros† N      
      F = feminino; M = masculino; N = não; S = sim; ES = Espanhóis; PO = Portugueses; IT = Italianos; HU = Húngaros; AF = Africanos; RU = Russos; 
         IND = Índios brasileiros ; Pt = paterno; Mt = materno; MSD= membro superior D; MSE = membro superior esquerdo; MID = membro inferior D; MIE = membro inferior 
esquerdo; S = sim; N = não. 
     *Paciente não estava ciente da possível distonia e não teve condições de estabelecer a idade de início. 





4.1.2. Avaliação Laboratorial 
 
Após a avaliação clínica, os pacientes e seus familiares foram submetidos à punção 
venosa periférica para obtenção de sangue, utilizado para extração de DNA genômico. 
Familiares assintomáticos menores de 18 anos não foram submetidos à avaliação laboratorial.  
Todos os reagentes foram adquiridos através do fornecedor Sigma-Aldrich, exceto 
quando especificados em contrário. As composições das soluções utilizadas se encontram no 
apêndice 1. 
 
4.1.2.1. Extração de DNA 
 
Foram coletados 10 ml de sangue em tubos com EDTA, que foram processados entre 24 e 
48 horas após a coleta conforme o seguinte protocolo: 
 
1. Centrifugação do sangue total a 3000 rpm por 10 min e subseqüente descarte do plasma. 
2. Adição de 5 a 10 ml de solução de lise seguida de centrifugação a 5000 rpm por 10 min e 
descarte do sobrenadante, repetindo-se este processo por duas vezes. 
3. Ressuspensão do pellet de glóbulos brancos em 3 ml de solução de lise, redistribuição 
deste volume em 3 tubos Eppendorf® (1ml em cada tubo) e centrifugação a 5000 rpm por 
10 min.  
4. Para cada tubo Eppendorf®, efetua-se o descarte do sobrenadante e a seguir adiciona-se 
475 μl de RSB e 25 μl de proteinase K  (New England Biolabs). Ressuspende-se o pellet 
nesta solução e adiciona-se 25 μl de SDS 20%. Os tubos são então incubados em banho-
maria a 37ºC por 12 horas. 
5. Adição 20 μl de solução de NaCl 5M e 1 volume de fenol (aproximadamente 500 μl), 
misturando-se por inversão.  
6. Centrifugação a 14000 rpm por 8 minutos. 
7. Transferência da fase aquosa a um novo tubo e adição de 250 μl de fenol e 250 μl de 
Sevag (24 clorofórmio:1 álcool isoamílico), misturando-se por inversão. 
8. Centrifugação a 14000 rpm por 8 minutos.  
9. Repetição dos itens 7 e 8. 
10. Transferência da fase aquosa e adição de 500 μl de Sevag, misturando-se por inversão. 
11. Centrifugação a 14000 rpm por 8 min. 
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12. Transferência da fase aquosa e adição de 500 μl de isopropanol, misturando-se por 
inversão. 
13. Centrifugação a 14000 rpm por 5 min. 
14. Descarte do isopropanol e adição de 500 μl de etanol 70% ao pellet. 
15. Centrifugação a 14000 rpm por 5min. 
16. Descarte do etanol e nova centrifugação rápida a 14000 rpm por 30 segundos. 
17. Remoção do excesso de etanol com micropipeta. 
18. Secagem do pellet à temperatura ambiente. 
19. Ressuspensão do pellet em TE (20 a 100 μl) e estocagem do DNA a – 20ºC. 
 
 4.1.2.2. Pesquisa da mutação 904_906delGAG no gene DYT1 
 
A. Amplificação do DNA através da reação da polimerase em cadeia (PCR) 
 
Para pesquisa da mutação 904_906delGAG no éxon 5 do gene DYT1 o DNA foi 
amplificado através de PCR, utilizando-se os primers (Sigma-Genosys) 6419 
(5’CCTGGAATACAAACACCTA 3’) e 6418 (5’GGTGGAAGGACTGAGTGTTG 3’) 
(OZELIUS et al, 1997), sob as seguintes condições: 10X PCR Buffer (Applied Biosystems), 
4,8μl de dNTP  (0,2 mM), 9 pmol do primer 6419, 9 pmol do primer 6418, 10 a 100 ng de 
DNA, 0,45 U de Taq Polimerase AmpliTaq Gold® (Applied Biosystems) e H2O para 
completar um volume de 20 μl. 
Para a reação de PCR foi utilizado o termociclador GeneAmp® PCR System 2400 
(Applied Biosystems), sob as seguintes condições: 
1 ciclo de desnaturação a 95ºC por10 min 
35 ciclos subdivididos em 3 etapas:  
a) desnaturação a 95ºC por 30 segundos 
b) anelamento a 55ºC por 30 segundos 
            c) extensão a 72ºC por 30 segundos 
1 ciclo de extensão final a 72ºC por 10 min 
O produto da reação, cujo tamanho esperado é de 253 pb, foi conferido através de 
eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE (150V/ 30 min), corado com brometo de 




B. Cromatografia líquida desnaturante de alta performance (dHPLC) 
 
O método de dHPLC foi utilizada para detecção da mutação 904_906delGAG com o 
WAVE® Nucleic Acid Fragment Analysis System (Transgenomic, Omaha, NE). Os produtos 
da reação de PCR foram eluídos de uma coluna analítica (Transgenomic) com um gradiente 
binário composto pelos tampões A (0,1 M de acetato de trietilamônio-TEAA) e B (0,1 M 
TEAA e 0,25% de acetonitrila), a um fluxo de 0,9 ml/min. Os gradientes de eluição e a 
temperatura ideal (58ºC) foram determinados utilizando-se o software Transgenomic 
WAVEMaker (quadro 3).  Sob essas condições, a mutação 904_906delGAG no éxon 5 do 
gene DYT1 aparece como a formação de uma heterodúplex conforme ilustra a figura 3. Um 





Quadro 3.  Gradientes dos tampões A e B em função do tempo de corrida utilizados em 
dHPLC para detecção da deleção GAG do DYT1. 
tempo (min) % tampão A % tampão B 
0 52 48 
0,5 47 53 
5,0 38 62 
5,1 0 100 
5,6 0 100 
5,7 52 48 





































































































































Figura 3. Padrões de dHPLC na pesquisa da mutação 904_906delGAG no DYT1. 
Em A vemos o padrão característico da presença na mutação: o primeiro pico, 
indicado pela seta vermelha, representa a heterodúplex anormal e o segundo pico, 
indicado pela seta em preto, representa a homodúplex normal. Em B vemos o 
padrão do controle normal, contendo apenas um pico correspondendo à 





4.2. Pesquisa dos haplótipos relacionados à mutação 904_906delGAG no DYT1 
 
4.2.1. Pacientes 
 Para este estudo, foram utilizadas amostras de DNA extraído de sangue venoso 
periférico de 28 indivíduos de ascendências diversas com diagnóstico definitivo de DTP de 
início precoce referidos ao Departamento de Genética Molecular do AECOM para pesquisa 
genética, incluindo um paciente brasileiro de nossa amostra anteriormente descrita, bem 
como seus familiares, que foram positivos para a deleção GAG no gene DYT1. Estas 
amostras fazem parte do banco de DNA de pacientes com distonia do Departamento de 
Genética Molecular do AECOM. Quando disponíveis, DNA dos familiares destes indivíduos 
foi utilizado para ajudar na construção dos haplótipos. Exceto pelo paciente BR 40, avaliado 
por nós dentro do grupo de brasileiros anteriormente descritos, os dados clínicos dos demais 
pacientes foram obtidos através do banco de dados de pacientes referidos ao Departamento de 






















Quadro 4: Características clínicas de pacientes com distonia de torção primária positivos 
para a deleção GAG no DYT1. 

















1* Brasil N Espanhóis, Húngaros, Italianos e Russos S 8 MSD 11 M generalizada 
          
2 EUA S Judeus asquenazitas S 10 MIE 12 F generalizada 
3 EUA S Judeus asquenazitas S 8 MSD 10 F generalizada 
4 EUA S Judeus asquenazitas S 11 MIE 11 F generalizada 
5 EUA S Judeus asquenazitas S 13 MIE 77 M generalizada 
6 EUA S Judeus sefaraditas S 6 MSD 39 F generalizada 
7 EUA N Mexicanos e Estadunidenses S 20 MID 67 F multifocal 
8 EUA N Austríacos, Húngaros e Britânicos S 15 MSD 56 F multifocal 
9 EUA N Alemães, Irlandeses e Britânicos  N 7 MSD 38 M generalizada 
          
10 EUA S Judeus asquenazitas S 13 MSD 35 M generalizada 
          
11 EUA N Britânicos S 6 MIE 28 F generalizada 
12 EUA N Britânicos S 7 MSD 27 M generalizada 
13 EUA N Estadunidenses (North Carolina) D 5 MID 12 M generalizada 
14 EUA N Britânicos N 7 MID 29 M generalizada 
          
15 Canadá N Franco-canadenses S 9 MSE 67 M generalizada 
16 Canadá N Franco-canadenses S 26 MSD 32 F focal 
          
17 EUA N Alemães S 8 MID 12 M generalizada 
18 EUA N Irlandeses S 9 MIE 12 F generalizada 
19 EUA S Judeus asquenazitas Possível 20 MSD 63 M segmentar 
20 EUA N Alemães, Espanhóis, habitantes do sudeste 
asiático e ilhas do pacífico 
S 17 MIE 35 F generalizada 
          
21 EUA N Alemães S 9 MID 42 M generalizada 
22 EUA N Irlandeses S 6 MID 42 M generalizada 
          
23 Japão N Japoneses N 10 MSE 32 F generalizada 
24 China N Chineses, Japoneses  N 10 MSE 18 M segmentar 
          
25 Japão N Japoneses N 7 MSD 15 F generalizada 
26 México N Mexicanos S 7 MID 17 F generalizada 
27 EUA N Estadunidenses (North Carolina/ Tennessee) S 7 MSD 27 F focal 
28 EUA N Suecos D 4 MID 8 M generalizada 
S = sim; N = não; D = desconhecida; MSD = membro superior direito; MSE = membro superior esquerdo; MID = 
membro inferior direito; MIE = membro inferior esquerdo; M = masculino; F = feminino. 








 Para estabelecimento dos haplótipos relacionados à mutação 904_906delGAG no 
DYT1, foram utilizados os sequintes marcadores genéticos (repetições microssatélites) 
localizados ao longo de uma distância de aproximadamente 400 kb na vizinhança do gene 
DYT1, na região 9q34, com suas respectivas taxas de heterozigosidade entre parenteses: 
D9S159 (0,79), D9S2160 (0,75), D9S2161 (0,79), D9S63 (0,89), D9S2162 (0,76). A reação 
de PCR para amplificar cada marcador foi realizada sob as mesmas condições previamente 
descritas, a não ser pela modificação da temperatura de anelamento de acordo com o par de 
primers e pela utilização de um marcador fluorescente na porção 5’ de um dos primers de 
cada par (quadro 5).  
O tamanho dos produtos de PCR esperados para cada reação estão ilustrados no apêndice 2. 
Para fins de praticidade e comparação com a literatura existente (OZELIUS et al, 1997), para 
cada tamanho de marcador foi atribuído um número específico aleatório, que não 
corresponde ao tamanho real das repetições (apêndice 2). Por exemplo, o marcador D9S159 
com 291 pb foi chamado de número 4, D9S159 com 293 pb foi chamado de 5, e assim por 
diante. Em todas as reações, utilizamos como controle o DNA de um paciente judeu 
asquenazita positivo para a deleção GAG e com o haplótipo sabidamente relacionado à 
mutação fundadora (12-4-5-16-4), já estabelecido por estudos anteriores (OZELIUS et al, 
1992; OZELIUS et al, 1997a). A figura 4 ilustra a posição dos marcadores estudados na 
região 9q34. 
Para genotipagem, 1 μl de uma diluição 1:2 do produto de PCR foi misturado a 1,5 μl 
de uma solução própria para genotipagem contendo o marcador padrão de DNA para 
determinação do tamanho dos alelos GeneScan®-500 [TAMRA]™ (ABI Prism). Após 
desnaturação a 95ºC por 2 minutos, as amostras foram imediatamente colocadas em gelo e 
logo a seguir submetidas à eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 5% em tampão 
TBE, a 3000V, por 2h30min no seqüenciador automático ABI 377 (Applied Biosystems). 
Este aparelho promove uma excitação a laser dos marcadores fluorescentes incorporados aos 
produtos de PCR e permite a análise do tamanho dos alelos através dos softwares GeneScan e 
Genotyper 2.5 (PerkinElmer, Wellesley, MA). Após a corrida, é possível verificar os 
tamanhos dos dois alelos que o indivíduo apresenta para cada marcador e compará-los com o 
de seus pais e irmãos. Por exemplo, se um indivíduo for positivo para a mutação no DYT1 e 
sua mãe também o for, sabemos que aqueles alelos herdados dela estão ligados ao gene com 
mutação. Os alelos que ela tiver neste cromossomo, próximos ao DYT1, serão também 
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repassados para seu filho juntamente com a mutação e, através da análise de haplótipos desta 




Quadro 5 : Primers, com suas respectivas temperaturas de anelamento, utilizados na 









D9S159 *5’CTTTCTGACGGCAGCCAGGT3’ TET™ 59ºC 
   5’AGCTGGAATGAGTGCTGGGC3’   
D9S2160 *5’ACCCTGTGTCAAGGAAATGC3’ FAM™ 56ºC 
   5’CATGAGCCAATTATATGGCA3’   
D9S2161 *5’CAATGTCTGTGCTAAACTACAG3’ TET™ 56ºC 
   5’CATAGATAGAGAGATAGGCAG3’   
D9S63 *5’CCGGAAGTTACTCTAGTCTA3’ FAM™ 55ºC 
   5’TTATAATGCCGGTCAACCTT3’   
D9S2162 *5’CAAGAGCAAGACCCTGTCTCG3’ FAM™ 64ºC 
   5’GATCAGTCTACTACTCAGTGC3’   


















D9S159 D9S2160 D9S2161 D9S63 D9S2162 
DYT1 






Figura 4: Região cromossômica 9q34 contendo os marcadores genéticos utilizados na construção 
dos haplótipos e o gene DYT1. As distâncias aproximadas entre os marcadores, bem como o 
tamanho do gene, foram estimados tendo por base os dados de Ozelius e colaboradores (OZELIUS 





 5.1 Pesquisa da mutação 904_906delGAG no DYT1 em pacientes brasileiros com 
distonia primária de início precoce. 
 Os resultados da pesquisa da mutação 904_906delGAG no DYT1 nos probandos com 





Quadro 6. Resultado da pesquisa da mutação 904_906delGAG no DYT1 
em pacientes brasileiros distonia de torção primária de início precoce. 
 
Paciente  mutação 
BR 8 Ausente 
BR 11 Ausente 
BR 12 Ausente 
BR 16 Ausente 
BR 18 Ausente 
BR 28 Ausente 
BR 31 Ausente 
BR 34 Ausente 
BR 35 Ausente 
BR 37 Ausente 
BR 36 Ausente 
BR 39 Ausente 
BR 40 Presente 




Dentre os 14 probandos brasileiros estudados, 1 foi positivo para mutação 
904_906delGAG no DYT1 e os demais foram negativos para a mesma.  
Na família do probando positivo para a mutação (BR 40), investigamos a mutação em 
todos os outros membros maiores de idade (quadro 2). Sua mãe assintomática (BR 40-B) e 
seu irmão afetado (BR 40-C) revelaram-se positivos para a mesma. Os demais membros 









5.2. Pesquisa dos haplótipos relacionados à da mutação 904_906delGAG no DYT1. 
 
Os haplótipos identificados estão ilustrados no quadro 7. Apesar de não ter sido 
possível estabelecer a fase para todos os pacientes (devido à ausência de familiares 
disponíveis ou por estes não terem sido informativos), eles foram divididos em 12 grupos 
potenciais de acordo com a semelhança entre os marcadores, principalmente os mais 
próximos ao gene DYT1 (D9S2160 e D9S63). Identificamos pacientes com ascendências 
diferentes, mas haplótipos semelhantes e pacientes que, dentro de uma mesma ascendência, 
possuem haplótipos diferentes. 
A análise dos haplótipos revelou uma mutação nova (mutação “de novo”) na família 
brasileira (BR 40). O avô materno do probando (BR 40-G) possui o haplótipo ligado à 
doença, mas não a mutação 904_906delGAG no DYT1(figura 5). Nesta família, a mutação foi 
detectada pela primeira vez na geração da mãe do probando (BR 40-B), a qual apresenta o 
haplótipo da doença e a mutação 904_906delGAG no DYT1. Inferimos que a mutação 
ocorreu pela primeira vez nesta família no processo de gametogênese do indivíduo BR 40-G 



















Quadro 7: Haplótipos da região 9q34 de pacientes com distonia de torção primária 
positivos para a mutação 904_906delGAG no DYT1. 




Ascendentes D9S159 D9S2160 D9S2161 D9S63 D9S2162 
1 1* Brasil N Espanhóis, Húngaros, Italianos e Russos 18 5 1 0 3 
          
2 2 EUA S Judeus asquenazitas 12 4/3 5 16 4 
 3 EUA S Judeus asquenazitas 12/4 4/5 5/2 16 4 
 4 EUA S Judeus asquenazitas 12 4 4/2 16 4 
 5 EUA S Judeus asquenazitas 12 4 4 16 4 
 6 EUA S Judeus sefaraditas 12 4 5 16 4 
 7 EUA N Mexicanos e Estadunidenses 12 4 5 16 4 
 8 EUA N Austríacos, Húngaros e Britânicos 12 4 5/2 16 4 
 9 EUA N Alemães, Irlandeses e Britânicos  6/22 4/3 5/1 16/16 4/2 
          
3 10 EUA S Judeus asquenazitas 12 3 5 18 5 
          
4 11 EUA N Britânicos 12 5 5 2 4 
 12 EUA N Britânicos 12 5/3 5 2 4 
 13 EUA N Estadunidenses (North Carolina) 12 5 5 2 6 
 14 EUA N Britânicos 16/18 5/6 5/3 2/0 4/1 
          
5 15 Canadá N Franco-canadenses 14 4 2 14 4 
 16 Canadá N Franco-canadenses 14 4 2 14 4 
          
6 17 EUA N Alemães 16 5 4 14 4 
 18 EUA N Irlandeses 16 5 4 14 4 
 19 EUA S Judeus asquenazitas 16/14 5 4/5 14/18 4/2 
 20 EUA N Alemães, Espanhóis, habitantes do sudeste 
asiático e ilhas do pacífico 
4/12 5/2 4/2 14/16 2/5 
          
7 21 EUA N Alemães 16 5 2 6 5 
 22 EUA N Irlandeses 4 5 2 6 5 
          
8 23 Japão N Japoneses 4 5 2 0 4 
 24 China N Chineses, Japoneses  14 1 2/4 0 4 
          
9 25 Japão N Japoneses 4 3 4 -1 2 
10 26 México N Mexicanos 16 5 5 12 2 
11 27 EUA N Estadunidenses (North Carolina/ Tennesse) 16 5 2 16 -1 
12 28 EUA N Suecos 12/16 3/4 4 2/6 2/3 
        S = sim; N = não 
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Figura 5.  Pedigree da família BR 40 e haplótipos na região 9q34. A seta indica o probando, indivíduos 
positivos para a deleção GAG no DYT1 são indicados pelo sinal “+” e os negativos para a mutação são 
indicados pelo sinal “-”. O indivíduo BR 40-D não foi submetido à análise genética. A ordem dos 
marcadores genéticos no cromossomo é mostrada no quadro-chave. Haplótipos destacados em cinza 
estão ligados à presença da deleção GAG no DYT1. O indivíduo BR 40- G apresenta o haplótipo 
relacionado à mutação, mas não apresenta a mesma, indicando que esta apareceu pela primeira vez em 




 O diagnóstico molecular das DTP é uma ferramenta importante na compreensão da 
fisiopatologia desta vasta gama de doenças. Muito embora ainda não haja um tratamento 
curativo para essas doenças, o diagnóstico molecular abre perspectivas do ponto de vista do 
aconselhamento genético e da busca de novas terapêuticas. 
 Desde a sua descoberta em 1997 (OZELIUS et al, 1997), a deleção GAG no DYT1 
vem sendo pesquisada em pacientes com DTP de início precoce no mundo todo (VALENTE 
et al 1998; GASSER et al, 1998; KAMM et al, 1999; KLEIN et al, 1999b; LEBRE et al, 
1999; VALENTE et al, 1999; BRASSAT et al, 2000; MAJOR et al, 2001; MATSUMOTO et 
al, 2001; HJERMIND et al, 2002; IKEUSHI et al, 2002; ZORZI et al, 2002). Até hoje, esta é 
a única mutação descrita neste gene relacionada aos casos de DTP de início precoce, a 
investigação de outras regiões do DYT1 em pacientes com o fenótipo típico e negativos para a 
deleção GAG nunca revelou outros tipos de mutações (OZELIUS et al, 1997; OZELIUS et al, 
1999; TUFFERY-GIRAUD et al, 2001; KABAKCI et al, 2004). 
 Estima-se que a deleção GAG no DYT1 seja responsável pelos casos de DTP de início 
precoce em 50 a 60% entre os não-judeus e por 90% dos casos entre judeus asquenazitas 
(OZELIUS et al, 1999). De acordo com alguns estudos, cerca de 20 a 50% dos casos típicos 
de DTP de início precoce não apresentam mutações no DYT1, o que demonstra a 
heterogeneidade genética e a complexidade desta doença (VALENTE et al, 1998; OZELIUS 
et al, 1999; LEBRE et al, 1999; KLEIN et al, 1999; TUFFERY-GIRAUD et al, 2001). É 
provável que haja outros genes envolvidos com diferentes mutações determinando fenótipos 
semelhantes. 
Numa grande coorte de 550 pacientes pesquisados para mutação no DYT1, um dos 
maiores estudos realizados até hoje, foram avaliados 36 pacientes com fenótipo típico, 293 
casos de distonia focal de início tardio, 7 casos de distonia segmentar de início tardio, 149 
casos de distúrbios do movimento não-classificáveis (“unclassified movement disorders” – 
sic), 31 indivíduos não-afetados em  risco de serem portadores da mutação e 7 casos de 
diagnóstico pré-natal (KLEIN et al, 1999). Na categoria de “não-classificáveis” foram 
incluídos indivíduos sobre os quais não se obteve informações clínicas detalhadas, não sendo 
possível inferir quantos deles realmente possuíam distonia. Dos 36 pacientes com fenótipo 
típico, 26 (72,2%) foram positivos para a mutação (KLEIN et al, 1999). Dos outros 10 
indivíduos negativos para a mutação, a revisão clínica de 5 deles revelou que, na verdade, se 
tratavam de casos atípicos. Dentre os 293 casos de distonia focal de início tardio, apenas 2 
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carregavam a mutação (< 1%) e ambos tinham história familiar de distonia. Dos 7 indivíduos 
com distonia segmentar de início tardio, apenas 1 foi positivo para a mutação, também com 
história familiar positiva. Dos 149 casos de distúrbios do movimento não-classificáveis, 19 
(12,8%) foram positivos para a mutação. Entre os 31 indivíduos em risco, 17 foram positivos, 
assim como 3 dos 7 casos submetidos a diagnóstico pré-natal. Klein e colaboradores 
encontraram a mutação no DYT1 em 72,2% dos casos típicos de DTP de início precoce e em 
apenas 0,09% dos casos considerados atípicos (casos atípicos com início precoce, casos com 
início tardio focal, multifocal ou segmentar). Esses dados reforçaram o que já havia sido 
proposto por Bressman e colegas, que os critérios clínicos para classificação do fenótipo 
como sendo típico (início em um membro com generalização posterior e pouco ou nenhum 
acometimento crânio-cervical) e o início precoce da doença são bastante sensíveis e 
específicos para indicação de teste genético para mutações no DYT1 em pacientes com DTP 
(BRESSMAN et al, 1994a).  A aplicação de critérios clínicos rigorosos leva a uma previsão 
correta dos portadores desta mutação em mais de dois terços dos casos. 
De uma maneira geral, 57,4% dos casos positivos para a mutação na coorte estudada 
por Klein e colaboradores apresentavam história familiar positiva para distonia, sendo 26,8% 
deles pertencentes ao grupo étnico de JA (KLEIN et al, 1999). Dos casos com início tardio 
positivos para a mutação, todos apresentavam história familiar positiva, o que corrobora com 
outros estudos mostrando que, nos casos de início tardio, existe alguma chance de se 
encontrar a mutação, desde que haja história familiar de distonia (BRESSMAN et al, 1994a; 
OZELIUS et al, 1997b). Dos 26 pacientes com início precoce e fenótipo clássico positivos 
para a mutação, 11 tinham história familiar negativa para distonia e 3 apresentavam história 
desconhecida (KLEIN et al, 1999). Isso demonstra que a ausência de história familiar nos 
casos de início precoce não deve ser um critério de contra-indicação para a pesquisa de 
mutação no DYT1. A ausência de história familiar pode ser decorrente da baixa penetrância 
da mutação e da ocorrência de mutações novas (KLEIN et al, 1998a; OZELIUS et al, 1998b; 
HJERMIND et al, 2002). 
 
Em nossa amostra de 14 pacientes, 10 apresentavam fenótipo clássico da distonia 
ligada ao DYT1: idade de início abaixo dos 26 anos, variando entre 4 e 13 anos (média = 7,5 
anos), início focal, acometendo o membro superior ou inferior, progredindo posteriormente 
para a forma de distonia generalizada. Quatro pacientes apresentaram início da doença um 
pouco atípico, 2 com acometimento inicial simultâneo do MSD e do tronco, 1 com 
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acometimento inicial da região cervical e do tronco e 1 com acometimento cervical inicial. 
Neste grupo, a idade de início da doença variou entre 7 e 23 anos (média = 16,25 anos) e 
todos evoluíram para a forma generalizada da doença, exceto pelo paciente BR 28, que 
mantém a forma segmentar, mas como sua história de evolução é de apenas um ano, não é 
possível estabelecer desde já se a doença apresentará progressão para a forma generalizada ou 
não.  
À anamnese, apenas dois dentre os 14 pacientes referiram história familiar positiva 
para distonia (BR 39 e AE 714). Todos os outros pacientes negavam história familiar, mas o 
exame de familiares do probando BR 40 revelou que seu irmão mais velho (indivíduo BR 40-
C na figura 5) era portador de distonia definitiva nos membros superiores, caracterizada por 
câimbra do escrivão bilateral, fato até então desconhecido pela família. Este fato ilustra a 
importância do exame de familiares mesmo quando há uma história aparentemente negativa 
para distonia.  
Apenas um dos probandos de nossa amostra revelou-se positivo para a mutação no 
DYT1 (BR 40). Este paciente preencheu todos os quesitos que definem o fenótipo clássico da 
distonia ligada ao DYT1 e apresentou história familiar positiva. A mutação foi encontrada 
também em seu irmão afetado e em sua mãe assintomática. Esta família é particularmente 
interessante por apresentar mais dois distúrbios do movimento, além da distonia, em 
indivíduos negativos para a mutação no DYT1. O avô materno do probando apresenta Doença 
de Parkinson e o tio paterno apresenta coreoatetose de membro superior e discinesia oral. É 
possível que outros fatores facilitadores genéticos ou ambientais estejam envolvidos nestas 
patologias. 
Nenhum dos outros 9 pacientes com fenótipo clássico, bem como todos os outros 4 
com fenótipo ligeiramente atípico, apresentou a mutação. Inicialmente, poderíamos atribuir a 
diferença entre os nossos achados e os da literatura ao baixo número de pacientes com 
história familiar claramente positiva em nossa amostra. Nos grandes estudos, onde dois terços 
dos indivíduos com DTP de início precoce apresentam a deleção GAG no DYT1, cerca de 
60% a 88% destes têm história familiar positiva para distonia (VALENTE et al, 1998; 
OZELIUS et al, 1999; KLEIN et al, 1999; KABACKCI et al, 2004). É possível que 
obtivéssemos resultados semelhantes aos destes estudos se o número de casos familiares em 
nossa amostra fosse maior. O paciente AE714 apresenta fenótipo clássico e história familiar 
positiva, mas não possui a deleção GAG no DYT1. Ainda não há dados consistentes na 
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literatura que nos permitam inferir qual a porcentagem aproximada de pacientes com fenótipo 
clássico e história familiar positiva que não apresentam esta mutação.  
Com relação aos casos esporádicos com fenótipo típico esperávamos que, pelo menos, 
uma pequena porcentagem destes fossem positivos para a mutação, de acordo com aos 
achados da literatura (KLEIN et al, 1999). Porém, isto não foi observado em nossa amostra. É 
pouco provável que estes sejam casos de distonia secundária, já que os critérios de seleção 
foram bastante rigorosos no sentido de excluir pacientes que não tivessem sido investigados 
para afastar causas secundárias ou cujas histórias tivessem elementos que dessem margem a 
dúvidas quanto à possibilidade de causas secundárias. O pequeno tamanho da nossa amostra 
não nos permite extrapolar esses dados para a população de pacientes brasileiros com DTP, 
porém nosso resultado sugere que esta mutação não seja comum em pacientes com fenótipo 
clássico da distonia ligada ao DYT1 sem história familiar. Neste aspecto, nossos resultados 
contrastam com os de Klein e colegas (KLEIN et al, 1999): numa mostra um pouco maior do 
que a nossa, estes investigadores estudaram 36 pacientes com fenótipo clássico (sendo que, 
posteriormente, 5 foram reavaliados e receberam outros diagnósticos), 26 pacientes foram 
positivos para a mutação no DYT1 e 11 destes não tinham história familiar positiva para 
distonia. Em um outro estudo feito com pacientes em sua maioria britânicos, dos 25 casos 
considerados como tendo o fenótipo típico da distonia ligada ao DYT1, 10 foram negativos 
para a mutação (VALENTE et al, 1998). No entanto, este estudo não deixa claro quantos 
destes 10 casos com fenótipo clássico tinham história familiar positiva para distonia. Os 
autores referem que, dentre os casos positivos para a mutação, com ou sem o fenótipo 
clássico, 88% apresentavam história familiar positiva. As diferenças entre os nossos achados 
e os descritos por Klein e colaboradores poderiam ser atribuídas às diferenças étnicas entre os 
grupos estudados. No entanto, como não há relato de que estes autores tenham estudado 
outros membros das famílias dos indivíduos positivos para a mutação, mas sem história 
familiar, talvez eles sejam casos pseudo-esporádicos, uma vez que a penetrância do gene com 
esta mutação é incompleta. Só poderíamos afirmar que se tratam de casos esporádicos reais 
se os pais ou outros membros da família destes pacientes tivessem sido estudados. Portanto, é 
possível que esta mutação seja realmente pouco freqüente nos casos esporádicos. Porém, o 
pequeno número de nossa amostra não nos permite afirmar com segurança que a ausência de 
história familiar positiva para distonia deva ser um critério de exclusão na indicação de testes 
genéticos para o DYT1 entre brasileiros com DTP de início precoce e fenótipo clássico.  
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A presença de mais de um caso de distonia na família do probando AE 714 e a 
história fortemente sugestiva de distonia em mais de um membro da família do probando BR 
39, que têm o fenótipo clássico e não apresentam a deleção GAG no DYT1, é mais uma 
evidência da heterogeneidade genética desta doença. Existe ainda a hipótese de estes 
pacientes possuírem outro tipo de mutação no gene DYT1, ou serem hemizigóticos na região 
deste gene. Porém, de acordo com estudos já realizados, onde centenas de pacientes com 
fenótipo clássico foram submetidos ao exame deste gene em toda sua extensão sem que 
nenhuma outra mutação fosse encontrada, esta hipótese é pouco provável (OZELIUS et al, 
1997b; OZELIUS et al, 1999; LEUNG et al, 2001; TUFFERY-GIRAUD et al, 2001; 
KABACKCI et al, 2004). Levando-se em conta os dados negativos destas pesquisas 
anteriores e questões referentes ao alto custo envolvido na investigação, o exame do gene 
DYT1 em toda sua extensão não tem sido indicado rotineiramente nos laboratórios que 
oferecem este tipo de investigação. Mesmo em casos com história familiar positiva para DTP, 
até hoje não se encontrou outro tipo de mutação no DYT1.  Do ponto de vista da prática 
clínica, na ausência de uma terapêutica eficaz baseada no diagnóstico molecular até o 
presente momento, não se indicam testes para o estudo do DYT1 em toda sua extensão, 
devido ao alto custos dos mesmos sem que até agora haja indícios de que possam trazer 
informações adicionais. A partir do momento em que existir uma terapêutica eficaz baseada 
no diagnóstico molecular, associada ao barateamento dos custos de testes genéticos, 
acreditamos que esta tendência mundial atual deverá ser revista.          
 
Nos primeiros estudos de ligação em pacientes com DTP de início precoce, detectou-
se desequilíbrio de ligação entre marcadores na região 9q32-34 entre AJ (KRAMER et al, 
1990; OZELIUS et al, 1992). Diversas famílias desta etnia carregavam o mesmo haplótipo na 
região do gene, indicando que, nesta população, a grande maioria dos casos é decorrente de 
uma única mutação fundadora que ocorreu num ancestral comum (BRESSMAN et al, 1994a; 
RISCH et al, 1995). Posteriormente, com a identificação do gene DYT1, verificou-se que 
estas famílias possuíam exatamente a mesma mutação, 904_906delGAG (OZELIUS et al, 
1997b). Estima-se que, entre JA, a deleção GAG no DYT1 tenha ocorrido pela primeira vez 
há cerca de 350 anos na região da Lituânia e na Bielo-Rússia (RISCH et al, 1995). Cerca de 
90% dos casos desta mutação teriam sido herdados de um ancestral comum, onde ela 
apareceu pela primeira vez (BRESSMAN et al, 1994a; RISCH et al, 1995). No entanto, desde 
a descoberta do DYT1, inúmeras pessoas com DTP de início precoce no mundo todo vêm 
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sendo identificadas como sendo portadoras desta mesma mutação (VALENTE et al, 1998; 
GASSER et al, 1998; KAMM et al, 1999; KLEIN et al, 1999b; LEBRE et al, 1999; 
VALENTE et al, 1999; BRASSAT et al, 2000; MAJOR et al, 2001; MATSUMOTO et al, 
2001; HJERMIND et al, 2002; IKEUSHI et al, 2002). Pacientes com origens étnicas bastante 
diferentes tornam pouco provável a hipótese de que esta mutação teria ocorrido raras vezes 
como evento independente e se disseminado no mundo inteiro através de eventos migratórios 
seguidos de miscigenação populacional. Além dos estudos originais de Ozelius e Kramer 
(OZELIUS et al, 1989; KRAMER et al, 1990; OZELIUS et al, 1992; KRAMER et al, 1994), 
foram poucos os que analisaram os haplótipos destes indivíduos de maneira sistemática, 
portanto é difícil definir qual a freqüência de eventos independentes nestes diferentes grupos 
e qual seria a incidência de mutações novas (KLEIN et al, 1998a; LEBRE et al, 1999; 
KAMM et al, 1999; VALENTE et al, 1999; HJERMIND et al, 2002; IKEUSHI et al, 2002). 
A deleção GAG no DYT1 é um dos raros exemplos de uma única mutação que aparece de 
forma recorrente em diferentes grupos populacionais, causando uma doença AD. 
Com o objetivo de averiguar a ocorrência de eventos independentes gerando o mesmo 
tipo de mutação, avaliamos os haplótipos na região 9q34 de 28 pacientes portadores da 
deleção GAG no DYT1 e para tal utilizamos repetições microssatélites na vizinhança deste 
gene (D9S159, D9S2160, D9S2161, D9S63 e D9S2162). Sete destes pacientes referiram 
ascendência judia, os outros referiam ascendências variadas, conforme ilustram os quadros 4 
e 7. Levando-se em conta a semelhança entre os alelos encontrados, particularmente os mais 
próximos ao DYT1, D9S2161 e D9S63, observamos que este grupo apresenta, no mínimo, 12 
haplótipos diferentes (quadro 7). Não foi possível estabelecer a fase para todos os marcadores 
em alguns pacientes, algumas vezes por falta de familiares disponíveis para ajudar na 
definição dos haplótipos, outras vezes porque os familiares não foram suficientemente 
informativos. Nestes casos, optamos por colocar estes pacientes em grupos onde houvesse a 
maior semelhança, fosse pela similaridade entre os haplótipos propriamente, ou porque os 
pacientes apresentavam ascendências semelhantes. 
 
Dentre os 6 pacientes que referiam ascendência judia asquenazita, quase todos 
apresentaram o haplótipo relacionado à mutação fundadora nesta população:12-4-5-16-4 
(OZELIUS et al, 1992). Os pacientes 4 e 5 apresentavam o alelo 4 em vez do 5 no marcador 
D9S2161, e estes resultados foram confirmados por genotipagens realizadas em 3 momentos 
diferentes. Devido à pequena distância entre os marcadores, um evento de dupla 
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recombinação acima e abaixo deste marcador seria pouco provável, porém não impossível. 
Acreditamos que a explicação mais provável para esta discrepância de tamanhos em apenas 
um dos marcadores tenha sido um deslizamento do DNA durante o processo de replicação. O 
marcador D9S2161 é uma repetição de tetranucleotídios, não é tão incomum que ocorra 
deleção de uma das repetições durante o processo de replicação, levando a uma banda com o 
tamanho menor do que o esperado (neste caso, levando ao aparecimento do alelo 4 com 158 
pb ao invés do alelo 5 com 162 pb. Dois pacientes deste grupo étnico, 10 e 19, não 
apresentavam o haplótipo fundador. O paciente 19 poderia se encaixar no subgrupo 6, mas 
como não foi possível estabelecer a fase, não podemos fazer esta afirmação com certeza. 
Estima-se que 90% dos JA com DTP ligada ao DYT1 apresentam o haplótipo fundador 
(BRESSMAN, et al 1994a; RISCH et al, 1995), esses pacientes com haplótipos diferentes 
fazem parte de uma pequena porcentagem de indíviduos e demonstram que, mesmo entre JA, 
a deleção GAG é fruto de mais de um evento independente. Curiosamente, os pacientes 7 e 8, 
que negavam ser descendentes de JA, apresentaram o haplótipo fundador deste grupo étnico. 
Neste caso, seria mais provável a explicação de que eles desconheciam sua origem étnica em 
detalhes, sendo possível que tivessem um ancestral JA. Na população em geral, podemos 
encontrar alguns alelos de tamanhos semelhantes aos encontrados entre JA, mas seria pouco 
provável que estes indivíduos apresentassem exatamente todos os alelos correspondentes ao 
haplótipo fundador dos JA sem que pertencessem a este grupo étnico.  Esta região já foi 
estudada entre judeus e não-judeus e este haplótipo específico só foi encontrado em 
desequilíbrio de ligação entre JA com DTP de início precoce (OZELIUS et al, 1989; 
KRAMER et al, 1990; OZELIUS et al, 1992; KRAMER et al, 1994). Não pudemos 
estabelecer a fase para os marcadores do paciente 9, mas potencialmente ele poderia 
apresentar o mesmo haplótipo dos JA, na região abaixo do marcador D9S159. O paciente 6, 
que acreditava ser descendente de judeus sefaraditas, na verdade apresentou o haplótipo dos 
JA. 
 
O grupo 4 é composto por pacientes com ascendência britânica e por um 
estadunidense que não soube informar detalhes sobre sua ascendência (indivíduo 13). Não foi 
possível estabelecer a fase do paciente 14, mas potencialmente ele poderia se encaixar neste 
grupo.  Todos os pacientes apresentam alelos em comum entre os marcadores D9S2160 e 
D9S63,  3 deles possuem também alelos em comum na região do marcador D9S159 ou na 
região do D9S2162, nem todos têm os mesmos alelos nestas regiões que delimitam o 
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haplótipo, provavelmente por recombinações históricas. Comparamos os nossos dados aos de 
Valente e colaboradores, que estudaram os haplótipos de britânicos com DTP e deleção GAG 
no DYT1, utilizando parte dos marcadores por nós estudados: D9S2160, D9S2161, D9S63 e 
D9S2162 (VALENTE et al, 1999). Entre britânicos não-judeus, 2 indivíduos apresentavam 
haplótipos idênticos ao que nós encontramos em nossos pacientes: 5-5-2-4, destacado em 
cinza no quadro 8. É provável que os pacientes estadunidenses com este haplótipo descendam 
de um grupo de britânicos que já possuíam esta mutação quando imigraram para os EUA. 
Pacientes do grupo 5, com ascendência franco-canadense, apresentaram o mesmo 
haplótipo, uma evidência de que a mutação surgiu num ancestral comum. Não encontramos 
semelhanças deste haplótipo com os dos pacientes franceses descritos por Lebre e 
colaboradores (quadro 8) (LEBRE et al, 1999). Os pacientes franco-canadenses 
provavelmente descendem de um outro grupo de franceses diferentes daqueles pesquisados 
por Lebre e colaboradores, não temos elementos suficientes para estabelecer se a mutação nos 
franco-canadenses foi introduzida neste grupo antes da imigração dos franceses ou se surgiu 
no próprio Canadá, como um evento independente mais recente. 
Pacientes do grupo 8 apresentam alelos em comum do marcador D9S2161 ao 
D9S2162. Através da análise de haplótipos observamos que o paciente 24, com ascendência 
chinesa e japonesa, herdou o cromossomo com a mutação de sua mãe, de etnia japonesa. A 
semelhança entre parte dos alelos destes marcadores sugere que os indivíduos deste grupo 
têm um ancestral em comum, onde a mutação surgiu pela primeira vez. No entanto, um 
paciente de origem japonesa, no grupo 9, apresentou um haplótipo diferente deste. Exceto 
pelo alelo 4 no marcador D9S2162, todos os haplótipos diferem daqueles até hoje descritos 
em japoneses (quadro 8), sendo esta uma evidência de mais dois eventos independentes que 












Quadro 8: Haplótipos ligados à deleção GAG no DYT1 descritos em outros grupos 
populacionais. 
 D9S2160 D9S2161 D9S63 D9S2162 
Britânicos 5 4 6 4 
(VALENTE et al,  5 4 5 1 
1999) 2 4 16 3 
 5 3 1 3 
 2 3 1 3 
 4 6 1 3 
 4 4 1 3 
‡ 5 5 2 4 
     
Japoneses  10 2 16 4 
(IKEUCHI et al, 8 2 16 4 
2002) 2 2 6 9 
 10 5 4 2 
     
Franceses  4 3 18 4 
(LEBRE 5 1 0 3 
et al, 1999) 6 5 8 2 
 2 4 14 4 
 4/5 5/2 16/8 4 
‡ Haplótipo  encontrado nos  pacientes do grupo 4, com ascendência britânica. 
 
Tanto no grupo 6 quanto no 7 há pacientes com ascendências diferentes com 
haplótipos semelhantes, o que sugere que houve uma miscigenação entre estes grupos étnicos 
em algum ponto de sua história. Para confirmar esta hipótese, seria necessário que tivéssemos 
acesso a um grande número de controles em cada uma destas populações isoladamente, para 
estabelecer a freqüência de cada alelo nas mesmas, o que não foi possível fazer neste estudo. 
Pacientes de outros grupos apresentam haplótipos únicos, com pouca semelhança entre os 
marcadores mais próximos do DYT1, sugerindo que essas mutações são frutos de eventos 
independentes. 
Em resumo, num grupo de 28 indivíduos de famílias diferentes, identificamos pelo 
menos 12 haplótipos diferentes ligados à deleção GAG no DYT1, com a possibilidade de este 
número ser ainda maior, se considerarmos outros possíveis haplótipos naqueles pacientes 
onde não foi possível estabelecer a fase. Além disso, identificamos uma mutação nova na 
família do probando BR 40. Nossos achados sugerem que a deleção GAG apareceu como 
evento independente inúmeras vezes na história, e que este sítio no gene DYT1 é 
particularmente propenso a mutações. 
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As duas fitas de DNA que formam a estrutura de dupla-hélice estão pareadas em 
sentidos opostos (5’→ 3’ e 3’→  5’). Durante o processo de replicação, a dupla hélice se abre 
e o novo DNA começa a ser sintetizado tendo estas duas fitas como matriz. Porém, a 
extensão da nova cadeia de DNA se dá apenas num sentido, a replicação ocorre sempre no 
sentido 5’→ 3’. Sendo assim, uma das fitas será copiada de forma contínua numa direção, à 
medida que a dupla-hélice vai se abrindo, e a outra fita-matriz será copiada de forma 
descontínua, na direção oposta (replicação semi-discontínua).  Esta síntese descontínua é feita 
através da ligação de pequenos fragmentos de DNA (fragmentos de Okazaki), à medida que a 
porção 3’ da matriz vai sendo exposta. Estes fragmentos têm de 1000 a 2000 pb, 
aproximadamente. No final do processo de replicação estes fragmentos serão interligados, 
formando uma cópia contínua (Lewin, 2000). 
Mutações e rearranjos genéticos estão freqüentemente associados a seqüências 
repetitivas de DNA. Estas alterações têm em comum o pareamento incorreto da fita de DNA 
que está sendo sintetizada com seqüências complementares alternativas em sua vizinhança 
(Lovett, 2004). Estes desalinhamentos podem envolver desde um pequeno número até 
centenas de nucleotídios. O par de trinucleotídios GAG, onde ocorre a deleção nos casos de 
distonia, se encontra numa região onde existe uma repetição imperfeita em tandem, composta 
de 24 pb, contento 5(T), 4(C) e 3(A) (figura 7). O alinhamento direto desta região contendo a 
repetição com a seqüência de DNA que vem logo depois dela mostra uma identidade de 54%, 
ao passo que, na presença da deleção GAG, esta homologia sobe para 65%. Teoricamente, 
esta maior homologia poderia facilitar um deslizamento dos primers de RNA dos fragmentos 














































A confirmação de sítios particularmente propensos a mutações neste e em outros 
genes possibilita uma melhor compreensão dos mecanismos de mutagênese, abrindo o 
   A 
 
   904 GAGGAGATGACATTTTTCCCCAAAGAGGAGAGAGTTTTCTCAGATAAA 951 
   928 GAGGAGAGAGTTTTCTCAGATAAA 951  13/24(54%) 
 
   B 
   
   907 GAGATGACATTTTTCCCCAA 926  
   928 GAGGAGAGAGTTTTCTCAGA 947     13/20(65%) 
 
 Figura 7. Alinhamento das seqüências de DNA na região do éxon 5 do DYT1 que 
contêm o par de trinucleotídios GAG e a repetição imperfeita em tandem (nucleotídeos 
904 a 951). Em A vemos a seqüência sem a deleção 904_906GAG e uma homologia de 
54% entre os fragmentos, em B vemos que a deleção GAG aumenta a homologia entre 




















Figura 6: O DNA é composto por 2 fitas, com orientações opostas. Durante o processo de replicação, a extensão 
das novas fitas de DNA sempre se dá do sentido 5’ para 3’. Durante o processo de abertura da dupla-hélice, a fita-
matriz com orientação 3’ para 5’ terá sua cópia feita de forma contínua de 5’ para 3’ (seta azul). A fita matriz com 
orientação 5’ para 3’ terá sua cópia feita de forma descontínua no sentido 5’ para 3’ (setas em laranja). À medida 
que esta fita-matriz com orientação 5’ para 3’ vai se abrindo, a ela vão se ligando pequenos fragmentos de DNA 
(fragmentos de Okazaki), que ao final do processo serão interligados para  formar uma cópia contínua da matriz. 
Sentido de abertura da 
dupla-hélice de DNA 




caminho para possíveis terapias preventivas no futuro. Até o presente  momento, esta ainda é 
uma perspectiva bastante remota. Aparentemente, para a distonia ligada ao DYT1, o mais 
viável a longo prazo serão abordagens terapêuticas no sentido de silenciar a torsina A 
mutante, pois acredita-se que esta exerça sua ação através de um efeito dominante-negativo 
ou citotóxico (BREAKEFIELD et al, 2001). Moléculas curtas de RNA interferente (siRNA) 
direcionadas à torsina A mutante foram capazes de suprimir a expressão desta em células em 
cultura (GONZALES-ALEGRE et al, 2003). O uso de siRNA poderia, potencialmente, vir a 
ser uma ferramenta terapêutica na prevenção das distonias, se conseguirmos superar as 
barreiras ainda existentes para que consigamos seu funcionamento in vivo, por tempo 
prolongado e de forma eficaz. Mesmo antes de dispormos de terapêuticas moleculares 
eficazes, é importante que estejamos capacitados a oferecer diagnóstico molecular, 
conhecendo o perfil genético de nossos pacientes para que possamos determinar quais deles 

























 A mutação 904_906 delGAG no DYT1 está presente em pacientes brasileiros com 
DTP de início precoce. Entre os pacientes brasileiros, há indivíduos com o fenótipo clássico 
do DYT1, porém sem esta mutação, o que é uma evidência de que a DTP de início precoce 
também apresenta heterogeneidade genética em nosso meio. 
 Identificamos pelo menos 12 haplótipos diferentes em 28 indivíduos com a mutação 
904_906 delGAG no DYT1 e uma mutação nova numa família de brasileiros, favorencendo a 
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Introduction: Early-onset primary torsion dystonia (PTD) is an autosomal dominant disease, 
with 30 to 40 % penetrance. It usually starts in a limb, during the first decade of life, and later 
tends to generalize. To date, the GAG deletion in the DYT1 gene is the only mutation 
identified in cases of early-onset PTD. Two-thirds of the early-onset PTD cases are estimated 
to carry this mutation. There is some degree of genetic heterogeneity, where patients with 
typical phenotypes have no mutations in this gene. In Ashkenazi Jews, it is estimated that 
90% of the cases are due to a founder mutation, a single event that took place around 350 
years ago. This same mutation is described in early-onset PTD cases worldwide, but there is 
not enough data to establish whether these identical mutations were due to a limited number 
of founder mutations or came from independent events, which would be an indication that 
this site is a hot-spot on this gene. In Brazil there are no published reports of this mutation in 
cases of early-onset PTD. 
Objectives: the first aim of this study is to screen Brazilian patients with early-onset PTD for 
the GAG deletion in the DYT1 gene. The second aim is to investigate if this site is a hot-spot 
for mutations, studying the haplotypes of mutation-positive patients from different ethnical 
backgrounds to establish whether these mutations were due to a limited number of founder 
mutations or were due to independent events. 
Patients and methods: fourteen Brazilian patients with early-onset PTD were screened for 
the GAG deletion in the DYT1 gene, using denaturing high performance liquid 
chromatography. Available family members were also investigated. Through polymorphic 
markers genotyping in the DYT1 region, we studied the haplotypes of 28 mutation-positive 
patients from different ethnical backgrounds.  
Results: one Brazilian proband was positive for the mutation, as well as 2 other family 
members. We identified at least 12 different haplotypes in the 28 mutation-positive patients 
and a de novo mutation in the Brazilian family. 
Conclusions: the DYT1 GAG deletion is found among Brazilian patients with early-onset 
PTD. There is also genetic heterogeneity among these patients. We identified at least 12 
different mutation-related haplotypes and a de novo mutation in a Brazilian family, which are 
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10. APÊNCICES 
 




Gel de agarose 1% 
Agarose: 0,5 g 
TAE: 50 ml 
 
Gel de poliacrilamida 5% 
Uréia: 18g 
Long Ranger® 50% gel solution (Cambrex 
Bio Science Rockland, Inc): 5 ml. 
10x TBE: 5 ml 
Persulfato de amônia 20%: 250 μl 
TEMED: 25 μl 
H2O: 26 ml 
 
10x PCR Buffer (Applied Biosystems) 
Tris-Cl (pH 8,4): 20 mM 
KCl: 50 mM 
MgCl2: 1,5 mM   
 
RSB 
Tris-Cl (pH 7,4): 10 mM 
NaCl: 10 mM 













SDS: 20 g 
H2O completar para 100 ml 
HCl para pH 7,2 
 
Solução de genotipagem (300 ul) 
Formamida 200 μl 
GeneScan®-500 [TAMRA]™ (ABI 
Prism):40 μl 
Loading dye (ABI Prism): 60 μl 
 
Solução de lise  
NH4HCO3:10 mM 
NH4Cl: 144 mM  
 
TAE  
Tris-acetato: 40 mM  
EDTA: 2 mM (pH 8.0) 
 
TBE  
Tris-Cl (pH 8,3): 89 mM  
Ácido bórico: 89 mM 
EDTA: 2mM  
 
TE 
Tris-Cl (pH 7,5):10 mM  
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Apêndice 2. Tamanho e numeração dos alelos dos marcadores genéticos 
 
 
D9S159  D9S2160  D9S63 
pb número  pb número  pb número 
291 4  104 0  114 0 
293 6  108 1  116 2 
295 8  112 2  118 4 
297 10  116 3  120 6 
299 12  120 4  122 8 
301 14  124 5  124 10 
303 16  128 6  126 12 
305 18  132 7  128 14 
307 20     130 16 
309 22     132 18 
      134 20 
      136 22 
      138 24 
      140 26 
        
        
D9S2162  D9S2161    
pb número  pb número    
79 0  146 1    
82 1  150 2    
85 2  154 3    
88 3  158 4    
91 4  162 5    
94 5  166 6    
97 6  170 7    
100 7       
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